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CONSERVAQAO DE FORMULAQAO TOPICA UTILIZANDO MICOCINAS
PRODUZIDAS POR Wickerhamomyces anomalus

RESUMO

Apés relatos de reagcBes adversas e desregulacdo enddcrina causada por alguns
conservantes, como 0s parabenos, amplamente utilizados em formulacdes topicas e
medicamentos, a industria cosmeética e farmacéutica enfrenta a falta consideravel de
aditivos com menor toxicidade, desencadeando o interesse na busca pelo
desenvolvimento de novos sistemas conservantes seguros e eficazes. Substancias
naturais com amplo espectro de atividade antimicrobiana e de baixa toxicidade séo
alternativas interessantes para a pesquisa de novos conservantes. As micocinas sao
substancias naturais produzidas por leveduras killer. Possuem potencial de inibir
bactérias, fungos filamentosos e leveduriformes com amplo espectro de acdo, baixa
toxicidade e baixa probabilidade de inducdo a resisténcia microbiana.
Wickerhamomyces anomalus é uma levedura produtora de micocinas com vasto
potencial de aplicacdo industrial. Este trabalho teve como objetivo verificar: a atividade
conservante de micocinas produzidas por W. anomalus quando incorporadas em gel
dermatoldégico, estabilidade das micocinas na formulacédo e potencial de irritacdo de
membrana. Realizaram-se ensaios de determinacdo de B-glucanases, ensaio de
microdiluicdo, Challenge Test para avaliar a eficacia de agdo conservante frente aos
microrganismos padréo: Escherichia coli (ATCC 8739), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 9027), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Candida albicans (ATCC 10231)
e Aspergillus niger (ATCC 16404), testes de estabilidade: preliminar, acelerada,
normal e shelf life e ensaio de irritabilidade de membrana em modelo organotipico. O
sobrenadante WA92 apresentou atividade de 3,80 U/mg. No ensaio de microdiluicéo,
todos 0s microrganismos padrao testados foram sensiveis as micocinas de WA92 em
sua concentracdo maxima de 3,80 U/mg de B-glucanases. C. albicans foi totalmente
inibida na concentragao de 0,24 U/mg, P. aeruginosa 0,95 U/mg, S. aureus 0,48 U/mg,
E. coli e A. niger 1,90 U/mg. No Challenge Test, os critérios de eficacia conservante
foram cumpridos para bactérias, fungo filamentoso e leveduriforme. As formulacdes
incorporadas com micocinas foram estaveis nas diferentes condicbes de
armazenamento em que foram submetidas. Assim, os resultados descritos neste
trabalho indicam que as micocinas produzidas por W. anomalus WA92 sdo uma
substancia com acdo antimicrobiana promissora e segura para o desenvolvimento de
novos sistemas conservantes em formulagdes.

Palavras chaves: Toxinas killer; Atividade antimicrobiana; Estabilidade; Teste de
eficacia antimicrobiana; Sistema conservante; Gel dermatoldgico.
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PRESERVATION OF TOPICAL FORMULATION USING MYCOCINS PRODUCED
BY Wickerhamomyces anomalus

ABSTRACT

After reports of adverse reactions and endocrine disruption caused by some
preservatives such as parabens, widely used in topical formulations and medicines,
the cosmetic and pharmaceutical industry faces a considerable lack of additives with
less toxicity, triggering interest in the search for the development of new preservative
systems safe and effective. Natural substances with a broad spectrum of antimicrobial
activity and low toxicity are interesting alternatives for the research of new
preservatives. Mycocins are natural substances produced by killer yeasts. They have
the potential to inhibit bacteria, filamentous fungi and yeast with a broad spectrum of
action, low toxicity and low probability of inducing microbial resistance.
Wickerhamomyces anomalus is a mycocin-producing yeast with vast potential for
industrial application. This study aimed to verify the preservative activity of mycocins
produced by W. anomalus when incorporated into dermatological gels, stability of
mycocins in the formulation and membrane irritation potential. B-glucanases
determination assays , B-glucanase assay, microdilution, Challenge Test to evaluate
the effectiveness of preservative action against standard microorganisms: Escherichia
coli (ATCC 8739), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Candida albicans (ATCC 10231) and Aspergillus niger (ATCC 16404),
stability tests: preliminary, accelerated, normal and shelf life and membrane irritability
assay in organotypic model. The WA92 supernatant showed [3- glucanase activity of
3.80 U/mg. In the microdilution assay, all standard microorganisms tested were
sensitive to WA92 mycocins at their maximum concentration of 3.80 U/mg. E. coli and
A. niger were totally inhibited at the concentration of 1.90 U/mg, P. aeruginosa 0.95
U/mg, S. aureus 0.48 U/mg and C. albicans 0.24 U/mg. In the Challenge Test, the
preservative efficacy criteria were met for bacteria, filamentous fungus and yeast. The
formulations incorporated with mycocins were stable under the different storage
conditions to which they were submitted. Thus, the results described in this work
indicate that the mycocins produced by W. anomalus WA92 are a promising and safe
antimicrobial substance for the development of news preservative systems in
formulations.

Keywords: Toxins killer; Antimicrobial activity; Stability; Antimicrobial efficacy test;
Preservative system; Dermatological gel.
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1. INTRODUCAO

1.1 Leveduras Killer e o Sistema Killer

Algumas cepas de leveduras sédo capazes de produzir micocinas, denominadas
também como toxinas killer. Tais substancias sdo metabdlitos secundéarios que se
caracterizam como glicoproteinas de baixo peso molecular capazes de inibir outras
leveduras sem a necessidade de contato direto célula-célula, sem inibir seu proprio
organismo (CECARINI et al., 2019). Assim, constituem o fenbmeno chamado Sistema
Killer, o qual representa um modelo de competicao biolégica por nutrientes entre os
organismos fungicos (GUO et al., 2013; MAGLIANI et al., 1997).

Inicialmente descrito por Bevan & Macover (1963), o Sistema Killer foi
descoberto a partir das linhagens de Saccharomyces cerevisiae, o qual classificou as
leveduras em trés fenotipos: sensivel, neutra e killer. Essa classificacéo foi baseada
diante da observacao de que células sensiveis, quando cultivadas em meio de cultura
com células killer, eram inativadas. A partir disso, leveduras do género Candida,
Cryptococcus, Debaryomyces, Hanseniaspora, Kluyveromyces, Metschnikowia,
Wickerhamomyces, Ustilago, Williopsis e Zygosaccharomyces foram designadas com

0 mesmo potencial de producao de micocinas (SCHMITT; BREINIG, 2002).

1.2 Wickerhamomyces anomalus

Wickerhamomyces anomalus, antecedentemente conhecida como Pichia
anomala e Hansenula anomala, passou a ser renomeada, devido ao aprimoramento
e surgimento do sequenciamento de DNA. A determinacdo taxondmica, que
anteriormente era realizada a partir do fenotipo seguindo as caracteristicas
morfolégicas, assimilacdo de aclUcares e capacidade de crescimento em certas
condicdes, passou a ser realizada por meio de sequenciamento genético
(KURTZMAN, 2011).

W. anomalus caracteriza-se por ndo possuir exigéncias nutricionais complexas
e por resistir a ambientes hostis durante longos periodos de tempo, sendo altamente
competitiva. E encontrada em diversos habitats, como cascas de frutas, plantas,
aguas residuais, ambientes marinhos e até em intestinos de insetos, caracteristica
essa que é atribuida ao fato de que a levedura € adaptavel a condi¢des extremas de

estresse ambiental, possibilitando o seu desenvolvimento em diferentes fontes com
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carbono, nitrogénio e fésforo, em variacdes de pH, baixa atividade de agua e oxigénio
e alta pressdo osmoética (WALKER, 2011).

No que se refere a aplicagéo industrial, a levedura W. anomalus possui vasto
potencial biotecnologico entre a industria alimenticia, farmacéutica e na agricultura.
Na industria de alimentos, é utilizada na fermentacdo e no biocontrole como
conservante natural de alimentos, a fim de evitar a refermentacdo e combate a
leveduras patogénicas e deteriorantes (MUCCILLI et al., 2013; OLSTORPE;
PASSOTH, 2011). Algumas caracteristicas, como a facilidade de adaptagdo ambiental
e por serem consideradas seguras, fazem com que essas op¢des sejam ideais para
controle de pragas em alimentos, como também alternativas aos fungicidas pos-
colheitas (OLSTORPE; PASSOTH, 2011). Em relacdo as aplicagcbes em ciéncias
médicas, W. anomalus é utilizada no desenvolvimento de novas opc¢des antimicéticas
para terapia de infeccbes fangicas humanas e de animais, assim como na
biotopografia de leveduras patogénicas e fungos.

Infeccdo oportunista causada por W. anomalus foi relatada em 1995, levando
alguns pesquisadores a considerarem que esta poderia ser um patdégeno emergente.
Apesar disso, na primeira década do século XX, menos de dez relatos publicados
tratavam de infecgcdes causadas por essa levedura, sendo considerada de baixa
viruléncia (HAZEN, 1995; PASSOTH; OLSTORPE; SCHNURER, 2011). Segundo
padrbes da Autoridade Europeia para a Seguranca de Alimentos (European Food
Safety Authority), a W. anomalus obteve qualis 1 em nivel de biosseguranca, obtendo
status de Qualified Presumption of Safety e sendo considerada segura para individuos
humanos saudaveis (KURTZMAN, 2011; MUCCILLI et al., 2013).

Descreve-se que W. anomalus possa produzir tipos distintos de micocinas com
massa molecular variando entre 8-300 kDa. O mecanismo de acdo ainda nao
elucidado descreve atividade sobre a parede celular de leveduras degradando [3-

glucanos através da acao de 3-1,3-glucanase (GIOVATI et al., 2018).

1.3 Atividade antimicrobiana das micocinas e mecanismo de agcao

A descoberta da penicilina em 1928 foi uma das mais revolucionarias para a
medicina, salvando milhares de vidas em todo o mundo. No entanto, o uso irracional
de antibioticos pela populagédo excede o seu uso hospitalar. O uso de antibioticos para
tratar doencgas autolimitantes como resfriado comum aumentou, mesmo sabendo-se
gue antibidticos séo ineficazes para tais (BOMBAYWALA et al., 2021).
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O uso irracional e automedicacao pode desencadear riscos a saude humana e
tornar os procedimentos médicos e de rotina uma ameaca a integridade da vida. Os
grupos de maior risco incluem pessoas imunodeficientes, pacientes oncoldgicos e
transplantados (BOMBAYWALA et al.,, 2021). A resisténcia antimicrobiana esta
relacionada ao uso descontrolado de antibiéticos e antifungicos, causando falhas no
tratamento contra doencas infecciosas. Desde o ano de 2019, nenhum novo
antibiotico de uso clinico foi aprovado pelo Food and Drug Administration para tratar
infeccbes causadas principalmente por bactérias Gram negativas. Devido a
resisténcia antimicrobiana, a escassez de novos antimicrobianos e limitadas opcdes
de tratamento, a busca pelo desenvolvimento de novas opc¢des terapéuticas contra
microrganismos infecciosos torna-se fundamental (YU et al., 2021).

Dentre as cepas de leveduras capazes de produzir micocinas descritas na
literatura, estdo: Wickerhamomyces anomalus, Debaryomyces hansenii, Pichia
fermentans, Candida tropicalis (HATOUM; LABRIE; FLISS, 2013), Pichia pastoris
(FRANCA et al, 2015), Kluyveromyces marxianus (CHEN et al., 2015),
Kluyveromyces lactis (CEUGNIEZ et al., 2015), Zygosaccharomyces bailii (WEILER,;
SCHMITT, 2003). Até o momento, o fenébmeno Killer ja foi descrito por quase cem
espécies de mais de vinte géneros (FRANCA et al., 2015).

Inicialmente, acreditava-se que a acdo das micocinas ocorria somente contra
outras leveduras (BILINSKI et al., 1985), sendo o seu papel de acao principal sobre
tais por possuirem receptores préprios para essa toxina (CAPPELLI et al., 2014;
MUCCILLI; RESTUCCIA, 2015), no entanto, logo descobriu-se o vasto potencial de
acao frente aos mais distintos microrganismos procariontes e eucariontes,
apresentando atividade antimicrobiana, antiparasitéaria e antifangica (GIOVATI et al.,
2018; GUO et al., 2013; MAGLIANI et al., 1997). O fendmeno killer teve seu primeiro
relato frente a bactérias descrito por Polonelli e Morace, em 1986.

Embora os mecanismos de acdo das micocinas ndo estejam integralmente
elucidados, estudos apontam que a principal enzima responsavel pela acao
antimicrobiana envolve as (-glucanases frente aos B-glucanos, mais especificamente
o B-1,3-glucano ou B-1,6-glucano, sendo este o principal componente da célula
fungica (MUCCILLI et al., 2013). Dois tipos de receptores sdo descritos: receptores
primarios B-glucanos, localizados na parede celular das células-alvo, e secundarios,
gue estao presentes na membrana plasmatica, ocasionando a morte celular mediada
pela lise osmatica das células-alvo (CECARINI et al., 2019; GUO et al., 2013). Outros
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mecanismos de acdo sdo propostos, envolvendo a paralisacdo de divisao celular,
impedindo a sintese do DNA (deoxyribonucleic acid) (KLASSEN; MEINHARDT, 2005;
MARQUINA; SANTOS; PEINADO, 2002); clivagem do RNAt (KLASSEN et al., 2008);
imobilizacdo de absorcdo de calcio (BROWN; PHYLOGENETIC; MICROARRAY,
2011) e formacdo de poros no citoplasma, levando ao extravasamento de ions
(SANTOS et al., 2007; SCHMITT; BREINIG, 2006), com consequente morte celular.
Quanto ao mecanismo de inibicdo bacteriano, esse ainda ndo é compreendido
(OLSTORPE et al., 2010; PASSOTH; OLSTORPE; SCHNURER, 2011).

Estudos recentes demonstram a acdo das micocinas produzidas por diferentes
espécies leveduriformes diante de varias cepas de bactérias, dentre elas: Salmonella
typhimurium in vitro (FRANCA et al., 2015), Escherichia coli em camundongos (CHEN
et al., 2015), Staphylococcus aureus (CALAZANS et al.,, 2021), Acinetobacter
baumannii (JUNGES et al., 2020), Enterococcus faecalis, Klebsiella sp.,
Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas alcaligenes (BAJAJ; RAINA; SINGH,
2013), Listeria monocytogenes (CEUGNIEZ et al., 2015) e de leveduras Candida
albicans (CEUGNIEZ et al., 2015; PARIS et al., 2016; WEILER; SCHMITT, 2003),
Candida glabrata, Candida krusei (WEILER; SCHMITT, 2003) como também frente a
fungos filamentosos Penicillium e Aspergillus (FREDLUND et al., 2004; PETERSSON,;
SCHNURER, 1995).

Devido a sua atividade antimicrobiana, ha um grande anseio na utilizacao de
micocinas na pesquisa e desenvolvimento de farmacos. Guo et al. (2013)
descreveram em seu estudo a acao de inibicdo das micocinas de algumas cepas de
leveduras isoladas e destacou seu potencial para aplicacdo em medicamentos.
Estudos referentes ao desenvolvimento de vacinas utilizando o mecanismo de agéo
semelhante das micocinas ja foram descritos por Polonelli et al. (2014), através de
anticorpos monoclonais em camundongos, assemelhando-se a atividade killer da W.
anomalus. Magliani et al. (2004) referiram que vacinas para prevencao e tratamento
de infecgdes reproduzindo o processo natural do organismo poderiam ser
desenvolvidas por meio de novos estudos, contribuindo com a minimizagcdo da
resisténcia antimicrobiana (POLONELLI et al., 2014).
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1.4 Toxicidade das micocinas

Na busca pelo desenvolvimento de alternativas antimicrobianas para
patdgenos resistentes, faz-se necessario o estudo para a descoberta de substancias
minimamente agressivas e de baixa toxicidade ao organismo humano e que
apresentem niveis de seguranca ideais (PARIS et al., 2016; YU et al., 2021).

Os antibioticos disponiveis atualmente podem ter efeitos criticos no organismo
do paciente, como fotossensibilidade, ototoxicidade, condrotoxicidade, retinopatia e
neuropatias. Ainda, algumas evidéncias mostram que a exposicao crbnica aos
antibiéticos desde o inicio da vida ocasionam efeitos negativos na homeostase
intestinal e na barreira epitelial da pele (YU et al., 2021). Para um composto bioativo,
a avaliacdo da toxicidade aguda é a primeira etapa de triagem para ponderacéo de
suas propriedades toxicas. Os ensaios de toxicidade aguda simulam e buscam
determinar os efeitos adversos de uma substancia em uma Unica ou multiplas
exposi¢cdes durante um curto periodo de tempo (SOLTANI et al., 2021). Visto que a
citotoxicidade de células de mamiferos a agentes antimicrobianos é uma das
limitacGes para a sua aplicacdo (SONG et al., 2017), é importante avaliar a potencial
toxicidade das micocinas.

As micocinas séo classificadas tendo nula toxicidade ou quase nula em células
humanas. Paris et al. (2016) avaliaram a toxicidade das micocinas produzidas por W.
anomalus em eritrocitos humanos, concluindo que as micocinas nao foram téxicas
para as células testadas, apresentando hemolise de apenas 5,2%, constatando
também que os efeitos tdxicos das micocinas foram minimos quando comparados aos
efeitos da Anfotericina B. Esses resultados foram corroborados por Junges et al.
(2020), os quais evidenciaram a baixa toxicidade em teste de hemolise, em ensaio
com Artemia Salina constataram mais uma vez que as micocinas produzidas por W.
anomalus ndo sdo toxicas, visto que nao apresentaram toxicidade nos
microcrustaceos.

Assim, as micocinas sdo consideradas substancias naturais de baixa toxicidade
em células humanas, sendo fortes candidatas ao desenvolvimento de novos
antimicrobianos com grande potencial de aplicacdo e interesse para a industria
farmacéutica (JUNGES et al., 2020; NASCIMENTO et al., 2020; PARIS et al., 2016).
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1.5 Formulagbes cosméticas

Produtos de higiene e beleza séo essenciais no nosso dia a dia. Seu uso habitual
0s torna uma rota potencial de exposi¢cao aos acumulos de metabdlitos no organismo
humano, aos quais normalmente ndo estariam expostos (MARTIN-POZO et al., 2021).
Cosmeéticos sdo definidos como preparagdes constituidas por substancias, naturais
ou sintéticas, de uso externo, sendo sua principal fungéo limpar, perfumar, alterar a
aparéncia e/ou reparar odores corporais, bem como proteger ou manter o corpo em
bom estado (BRASIL, 2008; YARKENT; GURLEK; ONCEL, 2020). Na producéo de
produtos cosmeéticos, encontram-se diferentes tipos de formulacdes de uso tdpico
para acdo local ou em mucosas. As formulacbes semissolidas sdo encontradas na
apresentacdo de pomadas, emulsdes, pastas ou géis (FERREIRA, 2010; VISERAS et
al., 2007). Esses sistemas possuem uma ampla variedade de aplicaces em produtos
para a saude (VISERAS et al., 2007).

Gel é uma forma farmacéutica semissolida constituida por um ou mais
principios ativos, formado pela dispersdo de agentes gelificantes utilizados a fim de
conferir firmeza a formulacdo. As substancias que formam os géis sdo polimeros que,
guando em contato com meio aquoso, apresentam conformacdo doadora de
viscosidade a preparacdo (BRASIL, 2012; MELO; SOUZA; LIMA, 2018). Os géis
podem ser formados por substancias naturais ou sintéticas (BRASIL, 2012), sdo bases
amplamente utilizadas na producdo de produtos cosmeéticos, farmacéuticos e
dermatoldgicos, pois permitem veicular principios ativos hidrossollveis e lipossomas
(MELO; SOUZA; LIMA, 2018).

Os polimeros usados para preparar géis farmacéuticos sdo goma adraganta,
amido, derivados de celulose (metilcelulose, hidroxietilcelulose, carboximetilcelulose),
polimeros carboxivinilicos e silicatos duplos de magnésio e aluminio, enquanto 0s
hidrofébicos consistem, usualmente, de parafina liquida com polietileno ou 6leos
gordurosos com silica coloidal ou sab8es de aluminio ou zinco (BRASIL, 2012). Um
dos polimeros gelificantes de maior interesse para a veiculacdo de ativos em
dermatologia € o hidroxietilcelulose (Natrosol®250). Esse gel, formado a base de
celulose, possui carater ndo i6nico, tolera bem extremos de pH, possuindo
sensibilidade reduzida ao pH do meio; apresenta boa estabilidade e tem a vantagem
de ser soluvel tanto na 4gua quente quanto na agua fria (MELO; SOUZA,; LIMA, 2018).

Dessa forma, existem duas classes de géis: os géis hidrofobicos (gel-creme), em

gue suas bases geralmente consistem em parafina liquida com polietileno ou 6leos
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gordurosos com silica coloidal, ou sabdes de aluminio e zinco; e os géis hidrofilicos
(gel-aquoso), cujas bases consistem de agua, glicerol ou propilenoglicol (BRASIL,
2019). Na perspectiva da industria farmacéutica e cosmeética, os géis, em especial o
gel-aquoso, destacam-se com algumas vantagens em relacdo a pomadas e cremes,
por possuirem menor quantidade de componentes lipofilicos, sendo mais desejaveis
pelos consumidores, uma vez que apresentam facil espalhamento e ndo séao
gordurosos, portanto, proporcionam melhor sensacao quando aplicados (FERREIRA,
2010). Alguns produtos em que se utiliza o gel-aquoso sdo: géis fixadores e
modeladores, géis hidratantes para pele oleosa e acneica, géis protetores solares,
géis esfoliantes, géis dentais, shampoos em gel, géis para banho, dentre outros. Tem-
se também o alcool em gel utilizado na higiene de méos e superficies; este é formado

por alcool, um polimero e agua (REBELLO, 2008).

1.6 Sistemas conservantes utilizados em formulagbes, caracteristicas

ideais e inducao da resisténcia microbiana

Os conservantes ou sistemas conservantes sdo agentes antimicrobianos
adicionados em formulacbes n&o-estéreis com o objetivo de impedir o
desenvolvimento e multiplicacdo de microrganismos infecciosos que podem colocar
em risco a integridade da saude humana e/ou a estabilidade da formulagdo. A
estabilidade deve ser garantida durante toda a vida util do produto, desde a sua
fabricacdo até a utilizacdo do consumidor final (BRASIL, 2019; HERMAN, 2019).

Produtos cosméticos com agua em sua composi¢cao S0 0S mais propensos a
contaminagdo microbiana. Mesmo com as alternativas de boas praticas de
manipulac&o e controle microbiologico de matérias-primas, essas ndo sao suficientes
para impedir o desenvolvimento de microrganismos na formulacéo. A preservacéo do
produto é garantida por meio de estratégias de adicdo de componentes
antimicrobianos sintéticos ou naturais, e até mesmo multifuncionais (HALLA et al.,
2018).

Dentre as caracteristicas consideradas ideais para um conservante, estao:
baixo custo ou custo aceitavel, ser atoxico e nao irritante, apresentar compatibilidade
com os componentes da formulacdo, possuir largo espectro de atividade, em ampla
faixa de pH durante a vida atil do produto e exercer efeito inibitério sobre as cepas
padréo especificas com numero de ATCC, como também frente a microrganismos da
flora natural (PINTO; KANEKO; OHARA, 2015).
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Os conservantes comumente utilizados séo dispostos em classes de acordo
com sua composicdo quimica: &cidos organicos, éalcoois e fendis, aldeidos e
liberadores de formaldeido, isotiazolinonas, biguanidas, amonia quaternéria,
derivados de metais pesados e compostos inorganicos (HALLA et al., 2018). Dentre a
classe de conservantes mais utilizados, encontram-se 0s alcoois e fendis compostos
pelos parabenos, triclosan, clorobutanol o-fenilfenol, clorocresol, cloroxielenol, dentre
outros. Em 2014, uma emenda foi publicada, limitando o uso do triclosan a uma
concentracdo maxima de 0,2% em enxaguantes bucais e 0,3% em produtos
cosmeéticos especiais, como cremes dentais, sabonetes para as maos e corporais.
Juntamente com essas alteracdes, cinco parabenos foram inseridos a lista de
substancias proibidas: isopropilparabeno, isobutilparabeno, fenilparabeno,
benzilparabeno e pentilparabeno. Ainda, o regulamento da Comissao n°® 1004/2014
inseriu alterac6es que permitem a utilizacdo de butilparabeno, propilparabeno sodico,
butilparabeno de potassio e propilparabeno de potassio em concentracdo maxima de
0,14% (ésteres) (HALLA et al., 2018).

Conservantes séo utilizados em concentragdes minimas, a fim de minimizar os
possiveis efeitos de toxicidade ao organismo humano. De acordo com Halla et al.,
(2018) € justamente essa pequena quantidade responsavel pela inducdo da
resisténcia microbiana, levando a uma tolerancia dos microrganismos contaminantes
de produtos cosméticos, que ja vem sendo relatada. Algumas cepas de bactérias
resistentes a conservantes isoladas de produtos cosméticos mostraram um grau de
resisténcia cruzada com antibiéticos (HERMAN, 2019), por consequéncia, a pesquisa
por novos sistemas conservantes é de fundamental importancia.

Os microrganismos contaminantes mais frequentes em cosméticos
compreendem a Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Candida albicans, como também outras espécies de bactérias, fungos e leveduras
(HALLA et al., 2018). As micocinas demonstram amplo espectro de inibicdo, baixa
probabilidade de inducdo a resisténcia e ndo sdo consideradas hemoliticas,
mostrando assim seu potencial para desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos (POLONELLI; MORACE, et al., 1986; 1ZGU; ALTINBAY; TURELI,
2007; MUCCILLI et al., 2013; BAJAJ; RAINA; SINGH, 2013; SEDDIK et al., 2016;
PARIS et al., 2016). Com relacéo as substancias utilizadas como conservantes na

industria farmacéutica e cosmética, as caracteristicas das micocinas compreendem
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as atribuicbes desejaveis dos conservantes, justificando a pesquisa sobre sua

aplicacéo.

1.7 Parabenos e a problematica referente a sua toxicidade

Presentes no mercado e em uso ha mais de 80 anos, os parabenos sao
produzidos em escala industrial a partir de sintese quimica acido p-hidroxibenzoico
(PHBA). Comumente empregado nos mais variados setores: na industria cosmética,
farmacéutica e alimenticia, sendo produtos amplamente utilizados pela populacdo em
geral (DAGHER et al.,, 2012; FRANSWAY et al.,, 2019; NOWAK et al., 2018). Os
parabenos possuem vasta atribuicdo industrial, devido a sua eficacia antibacteriana e
fungicida, estabilidade alta em diferentes pHs e temperaturas, atividade inerte e baixo
custo (FRANSWAY et al., 2019). Possuem grande espectro de acdo conservante, a
fim de inibir o crescimento microbiano e aumentar a vida util dos produtos (DAGHER
et al., 2012). Sdo empregues em cosmeéticos, produtos farmacéuticos e de cuidados
pessoais, variando entre lo¢oes, protetores solares, xampus, desodorantes, creme
dental, esmaltes, batons, dentre inimeros outros produtos. Caracterizando-se como
formulacdes que entram em contato diretamente com a pele, olhos e mucosas, unhas
e cabelos (FRANSWAY et al., 2019). Dentre os parabenos sintéticos, encontram-se
metil-, etil-, propil-, isobutil-, butil-, isopropil- e benzil- parabeno. Sendo o mais utilizado
em produtos alimentares e produtos de cuidado pessoal o metilparabeno (NOWAK et
al., 2018).

No inicio de sua utilizagdo, foram declarados seguros pela Food and Drug
Administration (FDA), no entanto, com o decorrer dos anos, problemas de alta
citotoxicidade foram expostos e se sugeriu que os parabenos pudessem néo ser tao
seguros guanto se presumia (NOWAK et al., 2018). Em testes realizados in vivo e in
vitro, foi representada a atividade de desregulacdo enddcrina por parabenos,
sugerindo um risco a saude humana (DARBRE; HARVEY, 2008). Em outra pesquisa,
detectou-se a presenca da forma ndo metabolizada de parabenos no tecido
respiratorio, sugerindo que estes poderiam induzir o desenvolvimento de cancer de
mama (DAGHER et al., 2012). Assim, em 2010, a Scientific Society on Consumer
Safety declarou novos limites de concentracéo de propilparabeno e butilparabeno que
ndo deveria exceder 0,14%, pois considerou que estes teriam um “baixo potencial de
modificagao enddcrina” (HALLA et al., 2018; SCCS, 2013).
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Ainda gque as concentracdes de conservantes utilizadas sejam minimas, esses
conversantes sao responsaveis por desencadear reacdes alérgicas aos
consumidores. E relatado que conservantes como formaldeidos, isotiazolinonas,
iodopropibil, triclosan, timerosal e parabenos podem causar dermatite de contato
alérgica e irritante, incluindo efeito toxicos (HERMAN, 2019). Estudos apontam
também a ocorréncia de parabenos no meio ambiente, inclusive em ambientes
aquéticos em que peixes, algas marinhas e invertebrados apresentavam a presenca
desses conservantes sintéticos e seus metabdlitos em seus organismos (NOWAK et
al., 2018), insinuando que essas substancias sdo acumulaveis tanto no organismo
humano quanto no ecossistema.

No atual momento, a induUstria cosmética e farmacéutica enfrenta a falta
consideravel de aditivos antimicrobianos de menor toxicidade (HALLA et al., 2018).
Em decorréncia disso, ha um interesse consideravel no desenvolvimento de novos
sistemas conservantes seguros e eficazes. Substancias com amplo espectro de
atividade antimicrobiana e de baixa toxicidade, visando maior perfil de seguranca,
como extratos de plantas, 6leos essenciais e as micocinas, sao alternativas futuras
interessantes. Nesse cendrio, a utilizacdo de substancias bioativas de origem natural,
de baixa toxicidade e resisténcia microbiana representa uma atitude inovadora, em
gue componentes sintéticos sdo substituidos por naturais, e apresenta fundamental
relevancia no desenvolvimento de novos insumos; ademais, constitui também uma
atitude sustentavel.

Diante da preocupacdo em relac&o aos riscos que 0s conservantes sintéticos
podem causar a integridade da saude humana e a busca por sistemas conservantes
mais seguros, eficazes e de origem natural, ressalta-se a relevancia deste trabalho,
gue teve por objetivo o estudo e avaliagdo da agcao conservante de micocinas
presentes no sobrenadante de culturas de Wickerhamomyces anomalus WA92
incorporado em gel dermatoldgico, avaliando-se a atividade conservante, irritabilidade

de membrana e estabilidade da formulagao.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Incorporar e avaliar a acdo conservante de micocinas presentes no
sobrenadante de culturas de Wickerhamomyces anomalus WA92 em gel

dermatoldgico.

2.2 Objetivos especificos

e Obter o sobrenadante contendo micocinas a partir de cepas de W. anomalus
WA92;

e Dosar a quantidade de B-glucanases e proteinas. Quantificar a atividade
enzimatica no sobrenadante de Wickerhamomyces anomalus WA92;

e Testar a suscetibilidade das cepas de microrganismos padrédo Escherichia coli
(ATCC 8739), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Candida albicans (ATCC 10231) e Aspergillus niger (ATCC
16404) frente ao sobrenadante contendo as micocinas produzidas por
Wickerhamomyces anomalus WA92 pelo método de microdilui¢éo;

e Incorporar em formulacdo gel o sobrenadante contendo as micocinas
produzidas por W. anomalus WA92 em duas concentra¢cdes diferentes;

e Avaliar a estabilidade da formulacao gel incorporado com sobrenadante WA92;

e Avaliar a acdo conservante do sobrenadante contendo micocinas WA92
incorporado em formulacéo gel,

e Avaliar a irritabilidade de membrana do gel incorporado com o sobrenadante
contendo micocinas WA92 através do teste em membrana de ovo embrionado

de galinha.
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Conservacao de formulacao topica utilizando micocinas
produzidas por Wickerhamomyces anomalus

Preservation of topical formulation using mycocins produced by Wickerhamomyces anomalus

E. C. Martelli'; R. F. Gandral*

Laboratdrio de Pesquisa, Ensino e Extensdo — LACEPE/ Laboratério de Micologia/ Hospital Universitario do Oeste
do Parana - Universidade Estadual do Oeste do Parana — Unioeste, CEP 85806-470 Cascavel-PR, Brasil;

*rinaldo.gandra@unioeste.br

Resumo: Apds relatos de reacOes adversas e desregulagdo enddcrina causada por alguns conservantes como 0s
parabenos, amplamente utilizados em formulag@es tépicas e medicamentos, a indUstria cosmética e farmacéutica
enfrenta a falta consideravel de agentes antimicrobianos com menor toxicidade, desencadeando o interesse na
busca pelo desenvolvimento de novos sistemas conservantes seguros e eficazes. Substancias naturais com amplo
espectro de atividade antimicrobiana e de baixa toxicidade sdo alternativas interessantes para a pesquisa de novos
conservantes. As micocinas sdo substancias naturais produzidas por leveduras killer, que possuem potencial de
inibir bactérias e fungos com amplo espectro de acdo, baixa toxicidade e baixa probabilidade de inducdo de
resisténcia microbiana. Wickerhamomyces anomalus é uma levedura produtora de micocinas com vasto potencial
de aplicacgdo industrial. O objetivo deste trabalho foi de verificar a atividade conservante de micocinas produzidas
por W. anomalus quando incorporadas em gel dermatoldgico. Realizaram-se ensaios de determinagdo de f-
glucanases, ensaio de microdiluicdo, Challenge Test para avaliar a eficicia de acdo conservante frente aos
microrganismos padrdo, analise de estabilidade e teste de irritabilidade de membrana. O sobrenadante WA92
apresentou atividade de B-glucanases de 3,80 U/mg e inibigdo frente a todos os microrganismos padrdo testados
em microdiluicdo. No Challenge Test, os critérios de efic&cia conservante foram cumpridos para bactérias, fungo
filamentoso e leveduriforme. Os resultados compreenderam uma formulacdo gel estavel e ndo irritante utilizando
micocinas como conservante em diferentes concentragdes, a avaliacdo de estabilidade por meio de viscosidade,
densidade e pH e estimativa da capacidade conservante das micocinas, incluindo compara¢@es com conservantes
comumente utilizados foram apresentados neste estudo.

Palavras-chave: Antimicrobiano, Challenge Test, conservante natural

Abstract: After reports of adverse reactions and endocrine disruption caused by some preservatives such as
parabens, widely used in topical formulations and medicines, the cosmetic and pharmaceutical industry faces a
considerable lack of additives with less toxicity, triggering interest in the search for the development of new
preservative systems safe and effective. Natural substances with a broad spectrum of antimicrobial activity and
low toxicity are interesting alternatives for the research of new preservatives. Mycocins are natural substances
produced by killer yeasts. They have the potential to inhibit bacteria, filamentous fungi and yeast with a broad
spectrum of action, low toxicity and low probability of inducing microbial resistance. Wickerhamomyces anomalus
is a mycocin-producing yeast with vast potential for industrial application. This study aimed to verify the
preservative activity of mycocins produced by W. anomalus when incorporated into dermatological gels, stability
of mycocins in the formulation and membrane irritation potential. -glucanases determination assays, B-glucanase
assay, microdilution, Challenge Test to evaluate the effectiveness of preservative action against standard
microorganisms, stability tests and membrane irritability assay in organotypic model. The WA92 supernatant
showed B-glucanase activity of 3.80 U/mg. In the microdilution assay, all standard microorganisms tested were
sensitive to WA92 mycocins at their maximum concentration of 3.80 U/mg. In the Challenge Test, the preservative
efficacy criteria were met for bacteria, filamentous fungus and yeast. The results comprised a stable and non-
irritating gel formulation using mycocins as a preservative at different concentrations, evaluation of stability
through viscosity, density and pH and estimation of the preservative capacity of mycocins including comparisons
with commonly used preservatives were showed in this study.

Keywords: Antimicrobial, Challenge Test, natural preservative
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1. INTRODUCAO

Produtos cosméticos com agua em sua composi¢do S80 0S mais propensos a contaminagdo
microbiana. As alternativas de boas praticas de manipulacdo e controle microbiol6gico de matérias-
primas ndo sdo suficientes para impedir o desenvolvimento de microrganismos na formulacdo. Os
microrganismos contaminantes mais frequentes em cosméticos compreendem a Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans, como também outras espécies
de bactérias, fungos e leveduras. Por esse motivo, a preservacdo do produto é garantida a partir de
estratégias de adicdo de componentes antimicrobianos sintéticos ou naturais e até mesmo
multifuncionais [1].

Conservantes ou sistemas conservantes sdo agentes antimicrobianos adicionados em formulagdes
ndo-estéreis com o objetivo de impedir o desenvolvimento e multiplicacdo de microrganismos
infecciosos que podem colocar em risco a integridade da salde humana e também a estabilidade da
formulacdo [2,3]. Os conservantes sdo utilizados em concentragdes minimas, a fim de minimizar os
possiveis efeitos de toxicidade ao organismo humano. Essa pequena guantidade pode ser responsavel
pela indugdo da resisténcia, levando a uma toleréncia dos microrganismos contaminantes de produtos
cosmeéticos [1]; além disso, sdo responsaveis por desencadear reacdes alérgicas nos consumidores [3].

Parabenos sdo uma das classes de conservantes de maior atribui¢do industrial [4]. No inicio de sua
utilizacdo, foram declarados seguros pela Food and Drug Administration (FDA), no entanto, com o
decorrer dos anos, problemas de alta citotoxicidade foram expostos [5], como atividade de desregulacéo
enddcrina em testes in vitro e in vivo [6], bem como a presenca da forma ndo metabolizada de parabenos
no tecido respiratdrio, sugerindo que estes poderiam induzir o desenvolvimento de cancer de mama [7].
Assim, em 2010, a Scientific Society on Consumer Safety declarou novos limites de concentracdo de
propilparabeno e butilparabeno que ndo deveriam exceder 0,14%, pois considerou que estes teriam um
“baixo potencial de modificagdo endocrina” [1,8].

As micocinas sdo metabdlitos secundarios de baixo peso molecular, produzidos por alguns tipos de
leveduras. Demonstram amplo espectro de inibicao frente a bactérias e fungos, baixa probabilidade de
inducdo a resisténcia e ndo sdo consideradas hemoliticas [9-15]. O potencial de inibi¢do abrangente das
micocinas produzidas pelas leveduras encorajou sua aplicagdo industrial, especialmente na area de
fermentacdo e conservacdo de alimentos, no tratamento pesticida pos colheita, como também na érea
clinica, abrangendo o desenvolvimento de medicamentos e vacinas por apresentarem baixa resisténcia
antimicrobiana e segurancga ao organismo humano [12,16-18]. Uma tendéncia atual na conservacgdo de
cosméticos é evitar 0 uso de substancias quimicas, deixando os pesquisadores em busca de alternativas
aos agentes antimicrobianos [19].

Wickerhamomyces anomalus é uma das leveduras produtoras de micocinas, considerada segura para
individuos humanos saudaveis, segundo os padrBes da Autoridade Europeia para a Seguranca de
Alimentos (European Food Safety Authority); W. anomalus obteve qualis 1 em nivel de biosseguranca,
obtendo status de Qualified Presumption of Safety [20,21]. No que se refere a aplicacdo industrial, a
levedura W. anomalus possui vasto potencial biotecnoldgico entre a indudstria; em fermentaces, €
utilizada como biocontrole por competicdo com leveduras e fungos indesejaveis, sendo essa sua
aplicacdo mais estudada [12,22]. Assim, as micocinas produzidas por W. anomalus sdo consideradas
substancias naturais de baixa toxicidade em células humanas, sendo fortes candidatas ao
desenvolvimento de novos antimicrobianos com grande potencial de aplicacdo e interesse para a
industria farmacéutica [15,23,24].

Diante da preocupacdo em relacdo aos riscos que 0s conservantes sintéticos podem causar a
integridade da satde humana e a busca por sistemas conservantes mais seguros, eficazes e de origem
natural, o objetivo deste trabalho foi avaliar a agdo conservante de micocinas presentes no sobrenadante
de culturas de Wickerhamomyces anomalus WA92 incorporado em gel dermatolégico, analisando a
eficacia da acdo conservante, irritabilidade de membrana e estabilidade da formulacgéo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao de micocinas de Wickerhamomyces anomalus

A levedura utilizada foi molecularmente identificada como Wickerhamomyces anomalus WA92 e
sua respectiva sequéncia esta depositada no GenBank (nimero de acesso: KT580796 - Disponivel em:
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www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), sendo anteriormente coletada as margens do Lago de Itaipu,
localizado no estado do Parand, Brasil, e passou por testes de triagem para verificacdo de producéo de
micocinas. Atualmente, faz parte da micoteca do laboratério de micologia do Laboratério de Andlises
Clinicas, Ensino, Pesquisa e Extensdo (LACEPE).

Previamente & produgdo das micocinas, a cepa WA92 foi reativada por inoculacdo em meio Agar
Sabouraud modificado (agar 2%, peptona 1%, glicose 2%, acido citrico 1,92% e fosfato de potassio
dibésico 3,48%) pH 4,7 + 2° e incubadas a 32°C durante 48 horas. A cepa reativada foi inoculada em
frascos de Roux com 200 mL de caldo Sabouraud modificado (1% de peptona, 2% de glicose, 1,92%
de &cido citrico, 3,48% de fosfato de potassio dibasico) pH 4,7 e incubados a 25°C por 5 dias. Apds este
periodo, o caldo foi centrifugado a 6000 rpm/10 min, obtendo o sobrenadante que foi esterilizado por
membrana filtrante 0,22 pm e armazenado a 4°C [15,23].

2.2 Determinacéo B-Glucanase pelo método da Laminarina

A determinag@o de f-glucanases presentes no filtrado do sobrenadante WA92 contendo as micocinas
foi realizada de acordo com Miller (1959) [25] com algumas adaptaces, utilizando laminarina 1%
(obtida de Laminaria digitata) em tamp&o acetato 50 mM, pH 5,0 e curva padrdo de glicose. A reacéo
foi preparada utilizando 62,5 uL da amostra de sobrenadante WA92 e 125 uL de laminarina. Incubou-
se a solugdo a 37°C por 10 minutos. Apos este periodo, 100 pL da solugdo foram adicionados a 100 pL
de &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) para parar a reagdo. Para o branco, foi utilizada a mesma solucéo
do teste, sem a laminarina. Em seguida, as solugdes foram incubadas em &gua fervente por 5 minutos
com consequente adicdo de 500 uL de agua. A leitura foi realizada a 550 nm em espectrofotémetro.
Uma unidade da atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar
lumol de glicose por minuto de reagdo, sendo definida como U/min/mL, conforme as condigdes
descritas.

A quantificacdo de proteinas foi realizada a partir do método baseado na absor¢do do reagente
Coomassie Brilliant Blue G-250 proposto por Bradford (1976) [26]. Para a preparacdo da reacdo,
misturou-se 1 mL do Reagente Bradford com 100 uL do sobrenadante de cada cepa. Deixou-Se a mistura
em temperatura ambiente por 5 minutos e, em seguida, leu-se em espectrofotdmetro a 595 nm. Além
disso, foi realizado curva padrao a cada determinagdo da concentracdo de proteinas totais pelo método
de Bradford, utilizando curva padréo de soro albumina bovino (BSA), sendo a equacao da reta utilizada
para o calculo da concentragdo total de proteinas em mg/mL. A atividade especifica de $-glucanases foi
calculada dividindo a concentracdo de atividade enzimatica pela concentracdo de proteinas. Todos 0s
ensaios foram realizados em triplicata.

2.3 Atividade antimicrobiana pelo método de microdiluicéo

Para os testes de microdiluigdo, utilizaram-se os métodos M07-A10, M38-A3 e M27-A3 - Clinical
and Laboratory Standards Institute para bactérias, fungo filamentoso e leveduriforme, respectivamente,
com algumas adaptacdes. Os microrganismos padrdo teste utilizados foram: Escherichia coli (ATCC
8739), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Candida
albicans (ATCC 10231) e Aspergillus niger (ATCC 16404). Para o preparo do in6culo bacteriano, cada
microrganismo padrdo foi semeado em agar Mueller-Hinton (MH) 35°C/18-24h, as coldnias foram
transferidas para uma solucdo de NaCl 0,9% ajustado em espectrofotobmetro a 520nm, obtendo
concentracdo de 1,5 x 108 células/mL. O in6culo de levedura foi cultivado em agar Sabouraud dextrose
(SD) 32°C/48h, suspendeu-se em solucdo de NaCl 0,9% ajustado em espectrofotdmetro 530nm,
obtendo-se a concentracédo de 1,5 x 10* células/mL. O fungo filamentoso foi cultivado em &gar SD em
temperatura ambiente durante 7 dias. O in6culo foi preparado adicionando-se 10mL de solucdo NaCl
0,9% com 1 gota de Tween 20. A solucdo resultante de conidios e fragmentos de hifas foi transferida
para um tubo de fundo cobnico estéril; aguardou-se 10 minutos para a sedimentacdo de particulas, a
suspensdo homogénea superior foi ajustada para uma densidade 6ptica de 0,069-0,11 (transmitancia de
80-82%) a 625nm [27-29].

Utilizaram-se microplacas contendo 96 pocos, dispostas em colunas (enumeradas de 1 a 12) e linhas
(com letras alfabéticas, de A a G). Os in6culos de microrganismos padrdo foram ajustados a
concentracdo de 10° UFC/mL, as solu¢des foram homogeneizadas em 10 mL de caldo Mueller Hinton
(MH) e distribuidas (100 pL) nas colunas. O sobrenadante contendo as micocinas foram diluidas em
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agua destilada estéril e adicionados aos pocos da linha B a F (100 pL), resultando nas seguintes
concentrac¢des de B-glucanase: 0,24; 0,48; 0,95; 1,90 e 3,80 U/mg. As leituras foram realizadas em 24 e
48 horas, de modo que a Gltima diluicdo onde havia inibicdo do crescimento microbiano foi tomada
como resultado, em comparagdo com os controles positivo e negativo. Aliquotas de 10 pL foram
extraidas dos pogos-resultado e semeadas em agar Sabouraud e agar Nutriente para confirmar a completa
inibicdo. O teste foi realizado em duplicata [27-29].

2.4 Formulacado

Inicialmente, duas formulag6es de gel Natrosol foram preparadas: uma com conservantes (metil e
propilparabenos) e outra sem conservantes. A partir da formulacdo sem conservantes, incorporaram-se
as micocinas presentes no sobrenadante de cultura WA92 em concentragcdes de 3% (11,4 U/mg B-
glucanases) e 4% (15,2 U/mg B-glucanases) até completa homogeneizagdo. Dessa forma, considerou-se
a formulagdo com conservantes como gel controle positivo (Gel C+), a formulacdo sem conservantes
gel controle negativo (Gel C-) e as formulagdes testes contendo micocinas presentes no sobrenadante
de cultura WA92 nas concentrag¢des de 11,4 U/mg B-glucanases (Gel T1) e 15,2 U/mg B-glucanases (Gel
T2). Os componentes da formulagéo e concentracdes estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 Componentes da base gel e concentragoes.

Gel C+ Gel C- Gel T1 Gel T2
Natrosol 2% Natrosol 2% Natrosol 2% Natrosol 2%
Propilenoglicol 5%  Propilenoglicol 5% Propilenoglicol 5% Propilenoglicol 5%
EDTA 0,1% EDTA 0,1% EDTA 0,1% EDTA 0,1%
Nipagin 0,1% - Sobrenadante WA92 3%  Sobrenadante WA92 4%
) Nipazol 0,1% ) - ) - ) -
Agua gsp 100mL Agua gsp 100mL Agua gsp 100mL Agua gsp 100mL

Gel C+: com conservantes
Gel C-: sem conservantes
Gel T1: 11,4 U/mg B-glucanases
Gel T2: 15,2 U/mg B-glucanases

2.5 Challenge Test

As formulactes Gel T1, Gel T2, Gel C+ e Gel C- foram desafiadas introduzindo 200 ul da suspensdo
contendo 10° UFC/ml (bactérias) e 10° UFC/ml (fungos) de cada microrganismo padrdo teste,
homogeneizadas e mantidas a 22,5°C. O nimero de células viaveis nas formulagdes foi determinado
pelo método de plagueamento aos 0, 7, 14 e 28 dias. Para este fim, 1g de cada formulacéo foi transferida
para 99 ml de Diluente Universal (fosfato de potassio monobasico 3,6%, fosfato dissddico di-hidratado
7,2%, cloreto de sodio 4,3%, peptona de carne 1,0%, lecitina de soja 3,0% e tween 80 30,0%) pH 6,8.
Fornecendo uma diluicdo de 102 que foi posteriormente diluida para 10 e 10“. Das suspensdes
preparadas, 100 ul foram inoculados em placas com agar TSA e SD para bactérias e fungos,
respectivamente. As placas contendo as bactérias e fungos foram incubadas a 35°C e 25°C,
respectivamente. O teste foi conduzido em duplicata. Da contagem de coldnias, foi possivel calcular a
reducéo log: logi0UFC mL no tempo zero - logio UFC mL* em um dado tempo. Os resultados foram
expressos como log UFC/mL [2].

2.6 Estabilidade da formulacéo
As formulagdes testes e seus controles foram submetidos aos testes de Triagem Preliminar,

Estabilidade Acelerada, Estabilidade Normal e Shelf life. Os parametros avaliados foram: caracteristicas
organolépticas (aspecto, cor e odor) e caracteristicas fisico-quimicas (pH, viscosidade e densidade).
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2.6.1 Avaliacdo das Caracteristicas Organolépticas - Aspecto

Alteragdes nas caracteristicas ‘macroscopicas’ da amostra em estudo foram observadas visualmente
e comparadas com as caracteristicas da amostra de padrdo Gel C+, Gel C- e Gel T1 e T2 armazenadas
em temperatura ambiente, a fim de verificar se ocorreram altera¢fes do tipo: turvacdo, separagdo de
fases ou precipitacdo. O aspecto foi descrito como: fluido ou viscoso, homogéneo ou heterogéneo,
transparente ou opaco. As amostras foram classificadas segundo os seguintes critérios: normal, sem
alteracdo; levemente separado, levemente precipitado ou levemente turvo; separado, precipitado ou
turvo [30].

2.6.2 Cor

Na andlise visual, a cor da amostra foi comparada com a cor do padrdo armazenado em frasco da
mesma especificacdo, sob condi¢des de luz ‘branca’ natural. A amostra do produto foi classificada
segundo os seguintes critérios: normal, sem alteracéo; levemente modificada; modificada; intensamente
modificada [30].

2.6.3 Odor

As amostras e os padrdes de referéncia, acondicionados no mesmo material de embalagem, tiveram
os referidos odores comparados diretamente pelo olfato. As amostras foram classificadas segundo os
seguintes critérios: normal; sem alteracdo; levemente modificada; modificada; intensamente modificada
[30].

2.7 Avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas

2.7.1 Determinacdo do valor de pH

A determinacéo do valor de pH foi realizada através de uma dispersdo aquosa 1:10 (m/v) utilizando
pHmetro recém calibrado [30].

2.7.2 Determinagéo da viscosidade

As viscosidades das formulag¢6es foram medidas utilizando o Viscotester VT-04E com rotor tamanho
1 em temperatura de 25 £ 2°C. A resisténcia ao movimento do rotor causada pela viscosidade foi medida
em dPascal. s* (dPA-s-!). As formulag6es foram classificadas segundo os seguintes critérios: normal,
sem alteracdo; levemente modificada; modificada; intensamente modificada. Foram admitidas pequenas
variagOes, desde que ndo comprometessem a percepgdo visual das amostras [30].

2.7.3 Determinacdo da Densidade

A determinacdo da densidade foi realizada em picndmetro metalico. Pesou-se o picndmetro vazio
(M0), em seguida, foi preenchido completamente com &gua destilada, pesou-se novamente (M1). Apés,
0 picnbmetro com a amostra foi pesado (M2) [31]. A densidade foi expressa pela média de duas
determinacdes e calculada segundo a equagéo a seguir:

_ M2-MO
- M1-— MO

Em que:

d = densidade

MO = massa do picndmetro vazio, em gramas

M1 = massa do picndmetro com agua purificada, em gramas
M2 = massa do picndmetro com a amostra, em gramas
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2.8 Teste de Triagem Preliminar
2.8.1 Centrifugacéo

Para a execucgdo do teste, aproximadamente 5g de cada formulacdo Gel C+, Gel C-e Gel T1 e T2
foram submetidos a centrifugacdo durante 30min, em temperatura ambiente (25,0 £ 2,0°C). Ao final,
foram avaliados de forma visual aspectos de instabilidade [31].

2.8.2 Estresse térmico

Nesse teste, 5g de cada uma das amostras Gel T1, Gel T2, Gel C+ e Gel C- foram colocadas em
banho maria em temperaturas entre 30 a 80°C em intervalos de 10°C, mantidos 30min em cada
temperatura [32-33].

2.9 Teste de Estabilidade Acelerada
2.9.1 Ciclo gelo/degelo

As formulagdes Gel C+, Gel C- e Gel T1 e T2 foram submetidas a ciclos de 24 horas a 50 £ 2°C e
24 horas a -5 = 2°C, realizados durante 12 dias (6 ciclos) consecutivos. Os pardmetros avaliados foram:
caracteristicas organolépticas (aspecto, cor e odor) e caracteristicas fisico-quimicas (pH, viscosidade e
densidade) [31].

2.10 Teste de Estabilidade Normal
2.10.1 Estufa, geladeira e exposicao a luz solar

As amostras Gel C+, Gel C- e Gel T1 e T2 foram submetidas em diferentes condigdes de
armazenamento, a fim de avaliar o efeito sobre as formulagGes. As amostras foram submetidas a
aquecimento em estufa a 37 + 2°C, resfriamento em geladeira a 4 + 2°C e exposic¢ao a luz solar. As
formulagdes foram avaliadas no tempo 0, 7, 15, 30, 60 e 90 dias. Os parametros avaliados foram:
caracteristicas organolépticas (aspecto, cor e odor) e caracteristicas fisico-quimicas (pH, viscosidade e
densidade) [31].

2.11 Teste de Prateleira

No teste de prateleira, conhecido também como shelf life, as formulagdes Gel C+, Gel C-e Gel T1 e
T2 foram avaliadas em condi¢Ges normais de armazenamento a 25°C durante um periodo de 3 meses.
Inicialmente, as amostras foram avaliadas no tempo 0, 7, 15 e, a partir de 30 dias, foram avaliadas
mensalmente. Os parametros avaliados foram: caracteristicas organolépticas (aspecto, cor e odor) e
caracteristicas fisico-quimicas (pH, viscosidade e densidade) [31].

2.12 Ensaio de irritacdo em modelo organotipico - HET-CAM

Para a execucdo do ensaio HET-CAM, ovos fecundados de galinha caipira foram incubados durante
um periodo de 10 dias a 37°C. Realizou-se um pequeno orificio na parte superior da casca, cortando-se
circularmente, expondo a primeira membrana esbranquicada que, com auxilio de bisturi e pinca, foi
removida para ter acesso a membrana cério-alantoide (CAM). As membranas foram avaliadas, a fim de
verificar possiveis danos, ovos com auséncia de embrido, ou de respiracdo e mobilidade foram rejeitados
do experimento [34-37].

Na sequéncia, 300 puL de cada formulagdo gel foram aplicadas com o auxilio de micropipeta sobre a
superficie da membrana cério-alantoide. Aguardaram-se 20s de periodo de contato; a formulagdo foi
removida com solugdo salina (NaCl 0,9%) e amembrana (CAM) foi observada durante 5 minutos. Como
controles do teste, utilizou-se solucéo salina como negativo e solugdo de hidroxido de sédio (NaOH)
0,1N para positivo, representando uma substancia altamente irritante para a membrana e evidenciando
0s possiveis efeitos irritantes: hiperemia, hemorragia e coagulagdo [34,36-38]. Pontuacfes foram



30

atribuidas a cada efeito observado no tempo em segundos, conforme a Tabela 2 e, em seguida, a
classificacdo final do potencial irritante foi considerada conforme a Tabela 3.

Tabela 2 Pontuac0es atribuidas as alteraces de irritagdo evidenciadas na membrana corio-alantoide em
funcéo do tempo.

Reacao de irritacdo Tempo
T <30s 30s > T <2min 2min > T < 5min
Hiperemia 5 3 1
Hemorragia 7 5 3
Coagulacéo 9 7 5

Fonte: Journal Officiel de la Republique Francaise (1996)

Tabela 3 Classificacéo final do potencial irritante no HET-CAM conforme pontuacao atribuida em relacéo as
reacOes de irritacdo.

indice Categorias

N<1 Praticamente ndo irritante
1<N2>5 Ligeiramente irritante
5<N>9 Moderadamente irritante
N>9 Irritante

Fonte: Adaptado de Journal Officiel de la Republique Francaise (1996)
2.13 Analises Estatisticas

Os dados foram analisados por meio de estatistica descritiva simples expressados por intermédio de
graficos e tabelas utilizando os softwares Microsoft Excel® e Word®.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinacdo da atividade de p-glucanases

Os resultados de atividade especifica de B-glucanases obtidos para W. anomalus WA92 foram de 3,80
U/mg. Esses resultados foram superiores aos de Lima et al. (2013) [39], que obtiveram a quantidade de
0,071 U/mg, e de Calazans et al. (2021) [40], que relataram atividade de 0,40 U/mg em micocinas de
W. anomalus. Em contrapartida, Rosseto et al. (2022) [41] referiram atividade de 2,47 U/mg em
micocinas de W. anomalus. Essa diferenca pode estar relacionada as condi¢des de cultivo, tipo de cepa
e otimizacdo da forma de cultivo, temperatura, pH e densidade do in6culo. De acordo com Bieleki &
Galas (1991) [42] e Bauermeister et al. (2010) [43], pode haver inibicdo da producdo da enzima por
alguns microrganismos por excesso de glicose ou outra fonte facilmente acessivel.

As B-glucanases sdo consideradas enzimas com multifungdes, encontradas em microrganismos e
plantas, constituindo parte da parede celular e atuando como reserva citoplasmatica e vacuolar, também
como substancias extracelulares [42]. Atuam hidrolisando e degradando as glucanas, incluindo o B-
1,3;1,6-glucano, presentes na parede celular de alguns microrganismos, liberando glucose como produto
da reacdo [43,44]. A laminarina, obtida da alga Laminaria digitata, tem sido muito utilizada como
substrato para a determinagdo da atividade de B-1,3-glucanases [42,43,45].

3.2 Atividade antimicrobiana pelo método de microdiluicao

Os testes de microdiluigdo foram baseados na concentragdo de [-glucanases presentes no
sobrenadante de cultura WA92. O sobrenadante foi testado frente a susceptibilidade dos 5
microrganismos padrdo: Escherichia coli (ATCC 8739), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Candida albicans (ATCC 10231) e Aspergillus niger (ATCC
16404). Todos os microrganismos padrdo testados foram sensiveis as micocinas de WA92 em
concentracdo de 3,80 U/mg. E. coli e A. niger foram inibidos na concentracdo de 1,90 U/mg, P.
aeruginosa 0,95 U/myg, S. aureus 0,48 U/mg e C. albicans 0,24 U/mg. Os resultados de susceptibilidade
dos microrganismos padrdo estdo representados na Figura 1.
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Vérios estudos na literatura corroboram com a inibicdo dos microrganismos testados neste trabalho.
Constata-se a vasta atividade das micocinas produzidas por W. anomalus e suas antigas nomenclaturas,
frente a bactérias, leveduras e bolores [24]. A acdo antimicrobiana das micocinas em testes in vitro é
bem documentada, logo, as micocinas apresentam caracteristicas interessantes para o estudo de
aplicagdo conservante devido as suas propriedades e amplo espectro de acdo. Paris et al. (2016) [15]
verificaram que as micocinas produzidas por W. anomalus apresentaram acdo antifingica frente a C.
albicans isoladas de sangue em 100% das 30 cepas testadas. Essa acdo também foi relatada por Sawant
et al. (1988) [46], que descreveram que as micocinas produzidas por Pichia Anomala foram capazes de
inibir cepas de C. albicans. A susceptibilidade de S. aureus foi descrita por Calazans et al. (2021) [40],
que verificaram que micocinas produzidas por W. anomalus apresentaram atividades inibitorias em
100% das cepas de S. aureus coagulase positiva isoladas de carnes. Chen et al. (2015) [47] relataram a
acdo de micocinas produzidas por duas linhagens de leveduras, Saccharomyces cereviseae e
Kluyveromyces marxianus, e relataram atividade frente a isolados de E. coli. Olstorpe et al. (2011) [22]
testaram indculos integros de H. anomala contra 13 espécies de enterobactérias, ao longo dos dias de
tratamento, todas as espécies testadas, inclusive E. coli, foram reduzidas em valor abaixo do seu nivel
de deteccdo. Segundo Bajaj et al. (2013) [13], as micocinas RY55 produzidas por Pichia kudriavzevii
mostraram exercer atividade inibitoria sobre varias bactérias patogénicas de importancia clinica e sadude
humana, dentre elas: E. coli, S. aureus, P aeruginosa e Pseudomonas alcaligenes. Pichia anomala foi
testada em agar de forma integra, apresentando forte atividade inibitoria frente a alguns fungos, dentre
eles, Aspergillus candidus e Penicillium roqueforti [48].

Concentraciao de B-glucanases para inibicao dos microrganismos padrao

2,00 1,90 1,90

~ =~
[T |
S

=
[~3
h

0,95

-
[=]
=

e
D]

p-ghicanases (U/mg)

0,48
0,50

0,24

C. albicans S. aurens P. aeruginosa E. coli A. niger

Figura 1: Teste de microdiluigdo utilizando o sobrenadante de WA92 em suas respectivas concentrac¢des
capazes de inibir completamente cada microrganismo padrao teste no tempo de 24h e 48h.

3.3 Challenge test

O teste do desafio conservante realizado nas formulag¢fes conservadas com micocinas Gel T1 e Gel
T2 alcancou os critérios de reducdo logaritmica estabelecidos para Escherichia coli (ATCC 8739),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) e Staphylococcus aureus (ATCC 6538) dentro de 14 dias. As
cepas de A. niger (ATCC 16404) e C. albicans (ATCC 10231) nao apresentaram aumento em relacdo a
contagem inicial em 7, 14 e 28 dias, seguindo os critérios estipulados. Tanto a concentracdo de [-
glucanases de 11,4 U/mg quanto a concentracdo de 15,2 U/mg cumpriram as especificacfes de eficacia
conservante nas formulagdes, sendo que a menor concentracdo foi suficiente para conter a multiplicagédo
microbiana no produto. Os resultados das contagens UFC/mL em fungdo do tempo em reducéo
logaritmica sdo expressos na Figura 2.

Hernandes et al. (2017) [49] avaliaram a eficacia microbiana do dleo essencial de Lipia origanoides
em diferentes preparagdes: xarope, shampoo, creme e suco de laranja; observaram que o 6leo essencial
teve acdo inibitdria e atingiu os critérios para a formulacdo de xarope, shampoo e suco de laranja,
enquanto, para a formulagdo de creme, o0 Oleo teve agdo conservante apenas para fungos. Esses
resultados demonstram como uma substéncia pode variar sua atividade de conservagéo, dependendo da
forma de apresentacdo do produto, o que destaca a importancia da avaliacdo da eficacia do conservante
adicionado a formulaggo final escolhida [50]. Oleos essenciais e extratos vegetais testados in vitro por
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Herman et al. (2013) [51] apresentaram uma potente inibicdo microbiana. Em outro experimento,
Herman et al. (2014) [52] incorporaram 0s extratos vegetais e 6leos essencais testados no estudo anterior
em uma emulséo que foi avaliada frente a bactérias da flora da pele de voluntarios e obtiveram resultados
de inibicdo microbiana promissores com o 6leo de canela em concentracdo de 2,5%. Ostrosky et al.
(2011) [53] relataram a agdo do extrato de Rubus rosaefolius como conservante em duas formulagfes
topicas, emulsdo e gel, que antingiram os critérios para P. aeruginosa (ATCC 9027), Burkholderia
cepacia (ATCC 25416), S. aureus (ATCC 6538) e E. coli (ATCC 10536), no entanto, ndo demonstraram
atividade sobre fungos.
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Figura 2: Reducdo logaritmica dos microrganismos no Teste do Desafio Conservante (Challenge Test). Gel T1
(11,4 U/mg S-glucanases), Gel T2 (15,2 U/mg S-glucanases), Gel C+ (com conservante) e Gel C- (sem
conservante).

O teste de eficacia do sistema conservante, conhecido também como Challenge Test, tem por
objetivo assegurar a eficacia de conservantes antimicrobianos presentes em produtos farmacéuticos. Os
conservantes sdo adicionados em produtos ndo-estéreis, a fim de evitar o crescimento microbiano. Os
critérios para eficacia microbiana variam de acordo com cada categoria de produto. De acordo com a
Farmacopeia Brasileira (2019) [2], a formulacdo gel se enquadra como o produto de categoria 2
(produtos de uso tdpico, constituidos de base, ou veiculo aquoso). Portanto, o critério baseia-se na
reducdo de 2 log no nimero de UFC/mL inicialmente inoculados para bactérias no 14° dia e, no 28° dia,
a contagem ndo deve aumentar em relacdo ao 14° dia. Ja para bolores e leveduras, ndo deve haver
aumento no numero de UFC/mL inicialmente inoculados no 14° e 28° dias. Os quesitos para a eficacia
do conservante sdao cumpridos se seguirem aos critérios estabelecidos para cada categoria de produto

[2].
3.4 Teste de triagem preliminar

Nesse ensaio, o produto avaliado é colocado frente a condiges extremas de temperatura, a fim de
acelerar possiveis reacdes entre seus componentes e 0 surgimento de sinais que devem ser observados e
analisados seguindo as caracteristicas especificas de cada tipo de produto. Devido as condi¢fes em que
é conduzido, este estudo ndo tem a finalidade de estimar o prazo de validade do produto, mas sim de
auxiliar na triagem das formulages [31].
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3.4.1 Centrifugacéo

Ap6s o ciclo de 30 minutos, todas as formulagdes, incluindo o Gel T1 e T2, mantiveram as
caracteristicas normais: incolor/levemente amarelado, homogéneo, transparente e com odor
caracteristico. Segundo o Guia de Estabilidade de Produtos Cosmeéticos, Brasil (2004) [31], ap6s a
centrifugacdo, o produto deve permanecer estavel, sem quaisquer sinais de instabilidade. Caso contrério,
qualquer sinal de alteracdo indica que o produto necessita de reformulacdo. Se aprovado nesse teste, a
formulacgdo pode ser submetida aos proximos testes de estabilidade.

3.4.2 Estresse térmico

No teste de estresse térmico, cuja temperatura inicial foi de 40°C, aumentando-se progressivamente
até 80°C, mantidos durante 30 minutos em cada temperatura, a viscosidade das formulacdes Gel T1 e
T2 e de ambos Gel C+ e C- foi alterada a partir da temperatura a 50°C, definido como “levemente
modificado” (LM). Em 70°C, houve altera¢es mais bruscas da viscosidade, atribuindo a caracteristica
de “modificado” (M) para todas as formulagdes. O ensaio em questdo permitiu estabelecer a temperatura
de armazenamento da formulagdo testada, ou seja, sua melhor estabilidade foi até 50°C. Assim, deduziu-
se que ndo seria necessario fazer uma reformulacdo, visto que, dificilmente, quando utilizado pelo
consumidor, o produto serd exposto a mais de 35°C.

3.5 Teste de Estabilidade Acelerada

Condicdes extremas de temperatura foram aplicadas com o objetivo de acelerar possiveis sinais de
instabilidade entre os componentes da formulagdo [31]. A multiplicacdo de microrganismos nos
produtos pode ocasionar alteracdo em propriedades quimicas ou fisicas, separacdo de fases,
descoloragdo ou mudancga no pH [54].

3.5.1 Ciclo Gelo/Degelo

O pH inicial do Gel T1 foi de 5.8; 0 Gel T2 apresentou pH 5.7, enquanto o Gel C+ e C- apresentaram
ambos pH de 6.0. Isso se deve ao fato de que as micocinas possuem caracteristica acida,
aproximadamente pH 4.7 [15,24,55] e sua incorporagdo desencadeou uma pequena variagdo de pH na
formulagdo quando comparada aos controles (Figura 3). Durante este estudo, o pH evidenciou variacfes
minimas de acordo com o esperado. Ap6s o 7° dia, houve uma leve modificagdo no odor em ambas as
formulacoes Gel T1 e Gel T2. Todas as formulacdes apresentaram viscosidades de 100 dPA-s-! sem
alteracdes ao longo dos dias.

Segundo Brasil (2004), nos estudos de estabilidade, pequenas variaces de pH séo permitidas, desde
que ndo ultrapassem 10% dos resultados. O pH da derme esta entre 5-6 em condi¢fes normais, valores
que podem variar conforme a raga, tom ou cor da pele, exposicdo a luz solar e a doencgas. O pH de uma
formulacéo tépica deve estar de acordo com o pH do tecido cutaneo, para que o produto seja bem aceito
pelo tecido [56]. Os valores de pH obtidos para as formulagdes Gel T1 e Gel T2 estiveram de acordo
com o pH normal da pele. As variacbes das caracteristicas organolépticas foram minimas e
permaneceram dentro do esperado.

A densidade das formula¢es manteve-se dentro dos valores preconizados, sendo gue os coeficientes
de variacdo para Gel T1 (0,88%), Gel T2 (0,62%), Gel C+ (0,67%) e Gel C- (0,60%) foram infimos,
demonstrando homogeneidade nos resultados (Figura 4). A densidade relativa usualmente adotada é
definida como a relacéo entre a massa de uma substancia ao ar a 20°C e a massa de igual volume de
agua na mesma temperatura. Para liquidos ou semissolidos, a densidade pode indicar a incorporacao de
ar ou a perda de ingredientes volateis [57]. De acordo com o Guia de Controle de Qualidade de Produtos
Cosméticos da ANVISA (2008), a densidade de produtos semissolidos deve manter-se entre 0,95-1,05
g/cm3.
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Figura 3: Determinac&o do pH no ciclo Gelo/Degelo em fungéo do tempo (dias) das formulagfes Gel T1
(11,4 U/mg B-glucanases), Gel T2 (15,2 U/mg p-glucanases), Gel C+ (com conservante) e Gel C- (sem

conservante).
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Figura 4: Determinacéo da densidade relativa no ciclo Gelo/Degelo em fungéo do tempo (dias) do Gel T1
(11,4 U/mg S-glucanases), Gel T2 (15,2 U/mg S-glucanases), Gel C+ (com conservante) e Gel C- (sem
conservante).
3.6 Teste de Estabilidade Normal

3.6.1 Estufa, geladeira e exposi¢ao a luz solar

As amostras submetidas a condicbes de aquecimento em estufa, resfriamento em geladeira e
exposicdo a luz solar apresentaram densidade estavel dentro dos padrdes estabelecidos, retratando
coeficientes de variagdo em todas as condi¢Ges sempre menor que 1% (Figura 5). No que se refere ao
pH, em todas as condi¢fes submetidas ndo houve variagcdo maior ou menor que 10% em relacéo a todas
as formulagdes teste e controles. Contudo, no teste de exposi¢do a luz solar, alteracbes de odor e
viscosidade diminuida foram notaveis em todas as amostras a partir de 15 dias. O teste de estabilidade
em luz solar prevé se o produto é sensivel ou ndo a luz solar. Conforme o Guia de Estabilidade de
Produtos Cosméticos, os produtos devem permanecer estaveis por, no minimo, 15 dias em exposi¢édo a
luz solar. Ainda, consideram-se aceitaveis pequenas alteracbes para produtos expostos a altas
temperaturas, podendo alterar significativamente a cor e o odor da formulagdo e levar a degradacao de
ingredientes. Nessas condicOes, as alteragdes fisico-quimicas sdo frequentes e até mesmo esperadas,
sendo que os resultados obtidos devem ser avaliados [31].

O Gel T1 e T2 apresentaram valores de pH conforme a faixa de estabilidade da pele e estabilidade
das formulagbes (Figura 6). O pH ideal para uma formulacdo é estabelecido de acordo com o pH de
estabilidade dos principios ativos utilizados, como também a tolerancia da pele [58]. O teste de
Estabilidade Normal objetiva fornecer dados a fim de prever se o produto permaneceréa estavel de acordo
com o periodo de analise, auxiliando na determinacdo de sua estabilidade, tempo de validade e
compatibilidade com o material de acondicionamento [31].
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condic¢Bes de armazenamento (estufa, geladeira e luz solar) em fungdo do tempo (dias) referente as formulagGes
Gel T1 (11,4 U/mg S-glucanases), Gel T2 (15,2 U/mg S-glucanases), Gel C+ (com conservante) e Gel C- (sem

Figura 6: Determinac&o do pH no Teste de Estabilidade Normal em relac&o as diferentes condigdes de
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armazenamento (estufa, geladeira e luz solar) em funcdo do tempo (dias) referente as formulagdes Gel T1 (11,4
u/mg S-glucanases), Gel T2 (15,2 U/mg S-glucanases), Gel C+ (com conservante) e Gel C- (sem conservante).

3.7 Teste de Prateleira

Durante o teste de prateleira, as formulagdes se mantiveram estaveis, sem alteracdes de suas
caracteristicas fisico-quimicas (pH, densidade e viscosidade) e organolépticas (cor, odor e aspecto)
(Figuras 7 e 8). O shelf life tem por finalidade validar os limites de estabilidade, avaliando o
comportamento do produto em condi¢Ges normais de armazenamento [31].



36
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Figura 7: Determinacéo da densidade relativa no Teste de Prateleira em condi¢Bes normais de
armazenamento (25°C) em funcéo do tempo (dias) referente as formulagdes Gel T1 (11,4 U/mg S-glucanases),
Gel T2 (15,2 U/mg p-glucanases), Gel C+ (com conservante) e Gel C- (sem conservante).
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Figura 8: Determinacéo do pH no Teste de Prateleira em condi¢Bes normais de armazenamento (25°C) em
fungdo do tempo (dias) referente as formulagdes Gel T1 (11,4 U/mg S-glucanases), Gel T2 (15,2 U/mg p-
glucanases), Gel C+ (com conservante) e Gel C- (sem conservante).

Tendo em vista os aspectos fisico-quimicos e organolépticos mensurados nos Testes de Estabilidade,
de forma geral, constatou-se que as formulacfes incorporadas com micocinas (Gel T1 e Gel T2)
apresentaram a melhor estabilidade em condi¢des normais de armazenamento a 25°C, sem alteracGes
de cor, odor e aspecto, como também variacbes minimas de pH, densidade e viscosidade. Dentre as
condicBes extremas de armazenamento, houve maiores variagdes das formulacbes quando expostas a
temperaturas elevadas, alterando o odor e viscosidade, no entanto, com os limites em conformidade com
a literatura.

3.8 Teste em Membrana Corio-Alantoide de Ovo Embrionado de Galinha (HET-CAM)

Neste ensaio, as formulacdes Gel T1 e T2 ndo apresentaram sinais de irritacdo na membrana em
nenhuma de suas concentra¢des, como também nos controles Gel C- e Gel C+, sendo classificados como
formulagdes ndo irritantes (Figura 7). A irritagdo da membrana corio-alatoide foi ponderada mediante
avaliacdo visual através do surgimento de hiperemia, hemorragia e coagulacdo. Ao final, uma pontuacéo
foi obtida e analisada através de uma escala que variou de praticamente ndo irritante até irritante, logo,
a formulacéo foi classificada conforme o nivel de irritacdo visual.

A membrana-cérioalantoide é um tecido altamente vascularizado presente no interior do ovo de
galinha fertilizado. Esse tecido, além de constituir uma membrana com respiracdo, caracteriza-se por
assemelhar-se ao tecido da conjuntiva dos olhos de coelho por possuir um processo inflamatério
semelhante ao mesmo [59]. Trata-se de uma metodologia alternativa para avaliacdo do potencial irritante
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de produtos e substancias em substituicéo ao teste de Draize [59,60]. As indUstrias de cosméticos sao as
maiores beneficiadas dessa técnica, levando-se em consideracdo que produtos cosméticos séo
desenvolvidos para ter pouca ou nenhuma penetragdo no tecido, mas permanecem em contato com a
pele durante longos periodos e, devido a isso, sua garantia de seguranca deve envolver os testes de
irritabilidade dérmica e oftalmica [61]. No estudo envolvendo micocinas produzidas por W. anomalus,
Rosseto et al. (2022) [41] avaliaram o potencial de irritacdo do sobrenadante contendo micocinas de
forma pura em HET-CAM, classificando-a como segura e ndo irritante. Madariaga et al. (2006) [61]
avaliaram o potencial irritante de cremes cosméticos incorporados com extrato alcodlico de proépolis,
aloe e vera e camomila a 5% no teste HET-CAM, os quais foram classificados como néo irritantes por
ndo apresentarem nenhum sinal de irritabilidade na membrana. Um estudo envolvendo células epiteliais
de coérnea humana foi desenvolvido para avaliar a citotoxicidade e irritagdo ocular de varios
medicamentos oftalmicos e excipientes de colirios. Dentre as substancias testadas, o metilparabeno nédo
apresentou reacdo de toxicidade as células, mesmo ap6s 60 minutos de exposi¢do [62]. Diante disso,
assim como o metilparabeno comumente utilizado em diversos produtos, as micocinas, quando
incorporadas em formulacgéo, podem ser consideradas néo irritantes para a membrana ocular.

Figura 9: Teste de irritabilidade de membrana (HET-CAM). Controle Positivo (a) membrana altamente
irritada apo6s aplicagao de NaOH (0,1 N), Controle Negativo (b) membrana integra, com aplicacao de solucao
salina (NaCl 0,9%), Gel T1 (11,4 U/mg B-glucanases) (c) Gel T2 (15,2 U/mg B-glucanases) (d) Gel C+ (com
conservante) (e) Gel C- (sem conservante) (f), respectivamente com membranas integras sem alteracdes. Todas

as imagens foram capturadas ao final do teste com tempo de 5 minutos.

No atual momento, a industria cosmética se depara com a falta consideravel de conservantes menos
téxicos. Em decorréncia disso, ha um interesse consideravel no desenvolvimento de novos sistemas
conservantes seguros e eficazes. Substancias com amplo espectro de atividade antimicrobiana e de baixa
toxicidade, visando maior perfil de seguranga, como extratos de plantas, 6leos essenciais e as micocinas,
sdo alternativas futuras interessantes. Nesse cendrio, a utilizacdo de substancias bioativas de origem
natural, de baixa toxicidade e resisténcia microbiana representa uma atitude inovadora, em que
componentes sintéticos sdo substituidos por naturais, apresentando fundamental relevancia no
desenvolvimento de novos insumos; ademais, constitui também uma atitude sustentavel.

4. CONCLUSAO

As micocinas presentes no sobrenadante de cultura de Wickerhamomyces anomalus WA92
mostraram atividade inibitoria sobre os microrganismos padrdo testados em microdiluicdo. Quando
incorporadas a formulacao gel em diferentes concentragdes Gel T1 (11,4 U/mg) e Gel T2 (15,2 U/mg)
apresentaram eficacia conservante frente a bactérias, fungo filamentoso e levedura em ambas as
concentracfes. Em relacdo aos testes de estabilidade, as formulagdes incorporadas com micocinas
atenderam aos critérios preconizados, mostrando-se estaveis em diferentes condicGes de
armazenamento. Ainda, no teste de irritabilidade de membrana, as formulacGes testes foram
classificadas como ndo irritantes. Os resultados descritos sugerem que as micocinas produzidas por W.
anomalus sejam uma substancia com acdo antimicrobiana promissora e segura para o desenvolvimento
de novos sistemas conservantes em formulages.
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5. CONCLUSAO

Este estudo evidencia o potencial antimicrobiano e conservante das micocinas
de Wickerhamomyces anomalus WA92, quando incorporadas em formulagéo, que,
em ensaios microbiolégicos e em meio liquido, mostrou inibir diferentes cepas de
microrganismos: Escherichia coli (ATCC 8739), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
9027), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Candida albicans (ATCC 10231) e
Aspergillus niger (ATCC 16404), mesmo em baixas concentragdes de 3-glucanases.
Além disso, em testes de controle de qualidade e irritacdo de membrana, mostrou-se

estavel e nado irritante.



42

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BAJAJ, B. K.; RAINA, S.; SINGH, S. Killer toxin from a novel killer yeast Pichia
kudriavzevii RY55 with idiosyncratic antibacterial activity. Journal of Basic
Microbiology, v. 53, n. 8, p. 645-656, 2013.

BEVAN, E. A.; MAKOWER, M. The physiological basis of the killer character in
yeast. Proc. 11th Int. Cong. Gene, Netherlands, v. 1, 1963.

BILINSKI, C. A.; INNAMORATO, G.; STEWART, G. G. Identification and
characterization of antimicrobial activity in two yeast genera. Applied and
Environmental Microbiology, v. 50, n. 5, p. 1330-1332, 1985.

BOMBAYWALA, S.; MANDPE, A.; PALIYA, S.; KUMAR, S. Antibiotic resistance in the
environment: a critical insight on its occurrence , fate , and eco-toxicity.
Environmental Science and Pollution Research, p. 24889-24916, 2021.

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Formulério Nacional
da Farmacopeia Brasileira. 22 ed. Brasilia, 2012.

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Guia de controle de
gualidade de produtos cosméticos: Uma abordagem sobre os ensaios fisicos e
guimicos, 2008.

BRASIL. Farmacopeia Brasileira, 62 edi¢cao. ANVISA, v. 1, p. 60-69, 72-85, 2019.
BROWN, D. W.; PHYLOGENETIC, K. P. A.; MICROARRAY, A. The KP4 killer protein
gene family. Current genetics, p. 51-62, 2011.

CALAZANS, G. F.; DA SILVA, J. C.; DELABENETA, M. F.; PARIS, A. P.; FILHO, P.
Y.; AULER, M. E.; MENOLLI, R. A.; PAULA, C. R.; SIMAO, R. C.; GANDRA R. F.
Antimicrobial activity of wickerhamomyces anomalus mycocins against strains of
staphylococcus aureus isolated from meats. Food Science and Technology (Brazil),
v. 41, n. 2, p. 388-394, 2021.

CAPPELLI, A.; ULISSI, U.; VALZANO, M.; DAMIANI, C.; EPIS, S.; GABRIELLI, M. G;
CONTI, S.; POLONELLI, L.; BANDI, C.; FAVIA, G.; RICCI, I. A Wickerhamomyces
anomalus Killer strain in the malaria vector Anopheles stephensi. PLoS ONE, v. 9, n.
5, 2014.

CECARINI, V.; CUCCIOLONI, M.; BONFILI, L.; RICCIUTELLI, M.; VALZANO, M.;
CAPPELLI, A.; AMANTINI, C.; FAVIA, G.; ELEUTERI, A. M.; ANGELETTI M.; RICCI,
l. Identification of a killer toxin fromwickerhamomyces anomalus with (-glucanase
activity. Toxins, v. 11, n. 10, p. 5-7, 2019.

CEUGNIEZ, A.; DRIDER, D.; JACQUES P.; COUCHENEY F. Yeast diversity in a
traditional French cheese “Tomme d’orchies” reveals infrequent and frequent species
with associated benefits. Food Microbiology, v. 52, p. 177-184, 2015.



43

CHEN, Y.; AORIGELE, C.; WANG, C.; SIMUJIDE, H.; YANG, S. Screening and
Extracting Mycocin Secreted by Yeast Isolated from Koumiss and Their Antibacterial
Effect. Journal of Food and Nutrition Research, v. 3, n. 1, p. 52-56, 2015.

DAGHER, Z.; BORGIE, M.; MAGDALOU, J.; CHAHINE, R.; GREIGE-GERGES H.P-
Hydroxybenzoate esters metabolism in MCF7 breast cancer cells. Food and
Chemical Toxicology, v. 50, n. 11, p. 4109-4114, 2012.

DARBRE, P. D., HARVEY P. W. Paraben esters: review of recent studies of endocrine
toxicity, absorption, esterase and human exposure, and discussion of potential human
health risks. Journal of Applied Toxicology, v. 27, n. July, p. 511-518, 2008.

FERREIRA, A. O. Guia Pratico da Farméacia Magistral. 42 ed. Sdo Paulo:
Pharmabooks, 2010. 736 p. Sdo Paulo: Pharmabooks, p. 736 p., 2010.

FRANCA, R. C.; CONCEICAO F. R.; MENDONCA, M.; HAUBERT, L.; SABADIN, G.;
DE OLIVEIRA, P. D.; AMARAL, M. G.; DA SILVA W. P.; MOREIRA, A. N. Pichia
pastoris X-33 has probiotic properties with remarkable antibacterial activity against
Salmonella Typhimurium. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 99, n. 19, p.
7953-7961, 2015.

FRANSWAY, A. F.; FRANSWAY, P.; BELSITO, D.; YIANNIAS, J. A. Paraben
Toxicology. Dermatitis, v. 30, n. 1, p. 32-45, 20109.

FREDLUND, E.; DRUVEFORS, U. A; OLSTORPE, M. N.; PASSOTH, V.
SCHNURER, J. Influence of ethyl acetate production and ploidy on the anti-mould
activity of Pichia anomala. FEMS Microbiology Letters, v. 238, n. 1, p. 133-137,
2004.

GIOVATI, L.; SANTINOLI, C.; FERRARI, E.; CIOCIOLA, T.; MARTIN, ELENA.; BANDI,
C.; RICCI, L; EPIS, S.; CONTI, S. Candidacidal activity of a novel killer toxin from
wickerhamomyces anomalus against fluconazole-susceptible and -resistant strains.
Toxins, v. 10, n. 2, p. 1-11, 2018.

GUO, F. J.;; MA, Y.; XU, H. M.; WANG, X. H.; CHI, Z. M. A novel killer toxin produced
by the marine-derived yeast Wickerhamomyces anomalus YFO7b. Antonie van
Leeuwenhoek, v. 103, n. 4, p. 737-46, abr. 2013.

HALLA, N.; FERNANDES, I. P.; HELENO, S. A.; COSTA, P.; BOUCHERIT-OTMANI,
Z.; BOUCHERIT, K.; RODRIGUES, A. E.; FERREIRA, I. C.; BARREIRO, M. F.
Cosmetics preservation: A review on present strategies. Molecules, v. 23, n. 7, p. 1—
41, 2018.

HATOUM, R.; LABRIE, S.; FLISS, I. Identification and Partial Characterization of
Antilisterial Compounds Produced by Dairy Yeasts. Probiotics and antimicrobial
proteins, v. 5, n. 1, p. 8-17, mar. 2013.

HAZEN, K. C. New and emerging yeast pathogens. Clinical Microbiology Reviews,
v. 8, n. 4, p. 462-478, 1995.



44

HERMAN, A. Antimicrobial Ingredients as Preservative Booster and Components of
Self-Preserving Cosmetic Products. Current Microbiology, v. 76, n. 6, p. 744-754,
20109.

HUA, S. S.; HERLEM B. J.; YOKOYAMA W.; SARREAL S. B. Intracellular trehalose
and sorbitol synergistically promoting cell viability of a biocontrol yeast, Pichia
anomala, for aflatoxin reduction. World Journal of Microbiology and
Biotechnology, v. 31, n. 5, p. 729-734, 2015.

1IZGU, F.; ALTINBAY, D.; TURELI, A. E. In vitro activity of panomycocin, a novel exo-
B-1,3-glucanase isolated from Pichia anomala NCYC 434, against dermatophytes.
Mycoses, v. 50, n. 1, p. 31-34, 2007.

JUNGES, D. S. B.; DELABENETA M. F.; ROSSETO, L. R. B.; NASCIMENTO, B. L.;
PARIS, A. P.; PERSEL, C.; LOTH, E. A.; SIMAO, R. C. G.; MENOLLI, R. A.; PAULA,
C. R.; GANDRA, R. F. Antibiotic Activity of Wickerhamomyces anomalus Mycocins on
Multidrug-Resistant Acinetobacter baumannii. Microbial Ecology, v. 80, n. 2, p. 278—
285, 2020.

KLASSEN, R.; MEINHARDT, F. Induction of DNA damage and apotosis in
Saccharomyces cerevisiae by a yeast killer toxin. Cellular Microbiology, v. 7, n. 3, p.
393-401, 2005.

KLASSEN, R.; PALUSZYNSKI J. P.; WEMHOFF S.; PLEIFFER A.; FRICKE, J.;
MEINHARDT, F. The primary target of the killer toxin from Pichia acaciae is tRNA Gin.
Molecular Microbiology, v. 69, n. 3, p. 681-697, 2008.

KURTZMAN, C. P. Phylogeny of the ascomycetous yeasts and the renaming of Pichia
anomala to Wickerhamomyces anomalus. Antonie van Leeuwenhoek, International
Journal of General and Molecular Microbiology, v. 99, n. 1, p. 13-23, 2011.

MAGLIANI, W.; CONTI, S.; GERLONI, M.; BERTOLOTTI, D.; POLONELLI, L. Yeast
killer systems. Clinical Microbiology Reviews, v. 10, n. 3, p. 369-400, 1997.

MAGLIANI, W.; CONTI, S.; SALATI, A.; VACCARI, S.; RAVANETTI, L.; MAFFEI, D.
L.; POLONELLI, L. Therapeutic potential of yeast killer toxin-like antibodies and
mimotopes. FEMS Yeast Research, v. 5, n. 1, p. 11-18, 2004.

MARQUINA, D.; SANTOS, A.; PEINADO, J. M. Biology of killer yeasts. International
Microbiology, v. 5, n. 2, p. 65—71, 2002.

MARTI’N-POZO, L., GOMEZ-REGALADO, M. C.; MOSCOSO-RUIZ, |.; ZAFRA-
GOMEZ, A. Analytical methods for the determination of endocrine disrupting chemicals
in cosmetics and personal care products: A review. Talanta, v. 234, n. June, p. 122642,
2021.

MELO, C. A.; SOUZA, R. J.; LIMA, A. B. Elaboracdo de Géis e Andlise de
Estabilidade de Medicamentos. Maraba: UEBA, 2018.

MUCCILLI, S.; RESTUCCIA, C. Bioprotective Role of Yeasts. Microorganisms, v. 3,
n. 4, p. 588-611, 2015.



45

MUCCILLI, S.; WEMHOFF, S.; RESTUCCIA, C.; MEINHARDT, F. Exoglucanase-
encoding genes from three Wickerhamomyces anomalus killer strains isolated from
olive brine. Yeast (Chichester, England), v. 30, n. 1, p. 33-43, jan. 2013.

NASCIMENTO, B. L.; DELABENETA, M. F.; ROSSETO, L. R.; JUNGES, D. S.; PARIS,
A. P.; PERSEL, C.; GANDRA, R. F. Yeast Mycocins: a great potential for application
in health. FEMS Yeast Research, v. 20, n. 3, 2020.

NOWAK, K.; RETAJCZAK-WRONA, W.; GORSKA, M.; JABLONSKA, E. Parabens
and their effects on the endocrine system. Molecular and Cellular Endocrinology, v.
474, p. 238-251, 2018.

OLSTORPE, M.; BORLING, J.; SCHNURER, J.; PASSOTH, V. Pichia anomala yeast
improves feed hygiene during storage of moist crimped barley grain under Swedish
farm conditions. Animal Feed Science and Technology, v. 156, n. 1-2, p. 47-56,
2010.

OLSTORPE, M.; PASSOTH, V. Pichia anomala in grain biopreservation. Antonie van
Leeuwenhoek, International Journal of General and Molecular Microbiology, v.
99, n. 1, p. 57-62, 2011.

PARIS, A. P.; PERSEL, C.; SERAFIN, C. F.; SIMAO, R. C.; GANDRA, R. F.
Susceptibility of Candida albicans Isolated from Blood to Wickerhamomyces
anomalous Mycocins. Current Microbiology, v. 73, n. 6, p. 878-884, 2016.

PASSOTH, V.; OLSTORPE, M.; SCHNURER, J. Past, present and future research
directions with Pichia anomala. Antonie van Leeuwenhoek, International Journal
of General and Molecular Microbiology, v. 99, n. 1, p. 121-125, 2011.

PETERSSON, S.; SCHNURER, J. Erratum: Biocontrol of mold growth in high-moisture
wheat stored under airtight conditions by Pichia anomala, Pichia guilliermondii, and
Saccharomyces cerevisiae (Applied and Environmental Microbiology 61:3 (1029)).
Applied and Environmental Microbiology, v. 61, n. 4, p. 1677, 1995.

PINTO, T. J.; KANEKO, T. M.; OHARA, M. T. Controle Bioldgico de Qualidade de
Produtos Farmacéuticos. 4° ed. Sao Paulo: Atheneu, 2015.

POLONELLI, L.; BENINATI, C.; TETI, G.; FELICI, F.; CLOCIOLA, T. GIOVATI, L.
SPERINDE M.; LO PASSO, C.; PERNICE, I..; DOMINA, M.; ARIGO, M.; PAPASERGI,
S.; MANCUSO, G.; CONTI, S.; MAGLIANI, W. Yeast killer toxin-like candidacidal Ab6
antibodies elicited through the manipulation of the idiotypic cascade. PLoS ONE, v. 9,
n. 8, p. 1-8, 2014.

POLONELLI, L.; MORACE, G. Reevaluation of the yeast killer phenomenon. Journal
of clinical microbiology, v. 24, n. 5, p. 866—9, nov. 1986.

REBELLO, T. Guia de Produtos Cosméticos. 7° ed. Sao Paulo: Senac, 2008.



46

SANTOS, A.; MAURO, M. S.; ABRUSCI, C.; MARQUINA, D. Cwp2p, the plasma
membrane receptor for Pichia membranifaciens killer toxin. Molecular Microbiology,
v. 64, n. 3, p. 831-843, 2007.

SCCS. Opinion on parabens. Scientific Committee on Consumer Safety. 2013.
Disponivel em:<
https://ec.europa.eu/health/scientific_committees/consumer_safety/docs/sccs o0 132
.pdf >. Acesso em: 07 mai. 2022.

SCHMITT, M. J.; BREINIG, F. The viral killer system in yeast: From molecular biology
to application. FEMS Microbiology Reviews, v. 26, n. 3, p. 257-276, 2002.

SCHMITT, M. J.; BREINIG, F. Yeast viral killer toxins: lethality and self-protection.
Nature reviews. Microbiology, v. 4, n. 3, p. 212-221, 2006.

SEDDIK, H. A.; CEUGNEZ, A.; BENDALI, F.; CUDENNEC, B.; DRIDER D.; Yeasts
isolated from Algerian infants’s feces revealed a burden of Candida albicans species,
non-albicans Candida species and Saccharomyces cerevisiae. Archives of
Microbiology, v. 198, n. 1, p. 71-81, 2016.

SOLTANI, S.; HAMMAMI, R.; COTTER, P. D.; REBUFFAT, S.; SAID, L. B;
GAUDREAU, H.;: BEDARD, F.; BIRON, E.: DRIDER, D.; FLISS, |. Bacteriocins as a
new generation of antimicrobials: Toxicity aspects and regulations. FEMS
Microbiology Reviews, v. 45, n. 1, p. 1-24, 2021.

SONG, D.; CHENG, Y.; LI, X.; WANG, F.; LU, Z.; XIAO, X.; WANG, Y. Biogenic
Nanoselenium Particles Effectively Attenuate Oxidative Stress-Induced Intestinal
Epithelial Barrier Injury by Activating the Nrf2 Antioxidant Pathway. ACS Applied
Materials and Interfaces, v. 9, n. 17, p. 14724-14740, 2017.

VISERAS, C.; AGUZZI, C.; CEREZO, P.; LOPEZ-GALINDO. Uses of clay minerals in
semisolid health care and therapeutic products. Applied Clay Science, v. 36, n. 1-3,
p. 37-50, 2007.

WALKER, G. M. Pichia anomala: Cell physiology and biotechnology relative to other
yeasts. Antonie van Leeuwenhoek, International Journal of General and
Molecular Microbiology, v. 99, n. 1, p. 25-34, 2011.

WEILER, F.; SCHMITT, M. J. Zygocin, a secreted antifungal toxin of the yeast
Zygosaccharomyces bailii, and its effect on sensitive fungal cells. FEMS Yeast
Research, v. 3, n. 1, p. 69-76, 2003.

YARKENT, C.; GURLEK, C.; ONCEL, S. S. Potential of microalgal compounds in
trending natural cosmetics: A review. Sustainable Chemistry and Pharmacy, v. 17,
n. February, 2020.

YU, H.; CHEN, Y.; SUN, M.; HAN, S. A novel nanohybrid antimicrobial based on
chitosan nanoparticles and antimicrobial peptide microcin J25 with low toxicity.
Carbohydrate Polymers, v. 253, p. 117309, 2021.



47



