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RESUMO

DESTRO,Thais Vigo Desenvolvimento de um hidrogel formador de filme a base
de celulose e quitosana com Oleo Essencial de Melaleuca no tratamento de
onicomicose causada por dermatofito e levedura.

A onicomicose é uma infec¢do causada por fungos dermatofiticos e leveduras que
afeta 20% da populacdo mundial e constitui 50% de todas as doencas das unhas.
Atualmente, as terapias alternativas no tratamento da onicomicose sob investigagéao,
incluem o uso de 6leos essenciais, como possiveis agentes antifiungicos. Obijetivo:
desenvolver um hidrogel formador de filme com a combinacdo de
hidroxipropilmetilcelulose(HPMC) e quitosana associado ao Oleo essencial de
Melaleuca (OEM) nas concentracdes de 1, 2 e 5% para o tratamento de onicomicose.
Metodologia: para a caracterizacdo do material foram realizadas as seguintes
analises: espectroscopia do infravermelho por transformada De Fourier (FTIR),
termogravimetria (TG) e calorimetria exploratoria diferencial (DSC); para as analises
microbiologicas foram realizados: teste de sensibilidade com a determinacédo do halo
de inibicdo e comparativo com padrdo de antifungicos (antifungigrama),além do
ensaio de determinagcdo da inibicdo do crescimento microbiano por andlise da
densidade Optica, que avalia o crescimento microbiano em meio liquido pela leitura da
turbidez. Resultados: A analise de FTIR mostrou que ndo houve interacdo quimica
entre 0s componentes, sendo isto importante para garantir a liberacdo do OEM para
fins de tratamento. A andlise de DSC mostrou que 0o aumento da concentracao do
OEM causou uma diminui¢éo na interacao entre 0 OEM e os componentes do hidrogel
(HPMC e quitosana), facilitando a vaporizacdo do OEM. J&a a anélise de TG mostrou
gue a concentracdo de OEM nao influenciou a propriedade térmica das amostras. Na
analise microbiologica, as concentracdes de 2 e 5% de OEM apresentaram atividades
antifngicas sendo mais notavel para levedura. Conclusdo: Considerando esses
achados, formulacdes magistrais a base de celulose e quitosana com 6leo essencial
de melaleuca para formacéo de filmes ungueais sdo ferramentas potenciais no
tratamento de onicomicoses por dermatéfito ou levedura. Além de ser uma alternativa
terapéutica natural, de baixo custo e baixa toxicidade. Ensaios clinico futuros sdo
crucialmente importantes para comprovar a seguranca e a eficacia.

Palavras-chave: biomaterial, onicomicose, polimero, quitosana, 6leos essenciais,
melaleuca.



ABSTRACT

Destro T.V. Development of a Film-Forming Hydrogel Based on Cellulose and
Chitosan with Tea Tree Essential Oil for the Treatment of Onychomycosis
Caused by Dermatophytes and Yeasts.

Onychomycosis is an infection caused by dermatophytic fungi and yeasts that affects
20% of the global population and accounts for 50% of all nail diseases. Currently,
alternative therapies under investigation for the treatment of onychomycosis include
the use of essential oils as potential antifungal agents. Objective: To develop a film-
forming hydrogel combining hydroxypropyl methylcellulose (HPMC) and chitosan,
associated with Tea Tree Essential Oil (TTO) at concentrations of 1%, 2%, and 5%,
for the treatment of onychomycosis. Methodology: For material characterization, the
following analyses were performed: Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR),
Thermogravimetric Analysis (TG), and Differential Scanning Calorimetry (DSC). For
microbiological analyses, sensitivity testing was conducted by determining the
inhibition zone and comparing it to standard antifungal agents (antifungigram), along
with microbial growth inhibition analysis through optical density measurement, which
assesses microbial growth in liquid medium by turbidity reading. Results: FTIR analysis
showed no chemical interaction between the components, which is important to ensure
the release of TTO for therapeutic purposes. DSC analysis indicated that increasing
the TTO concentration reduced the interaction between TTO and the hydrogel
components (HPMC and chitosan), facilitating the evaporation of TTO. TG analysis
revealed that TTO concentration did not affect the thermal properties of the samples.
In the microbiological analysis, the 2% and 5% TTO concentrations exhibited
antifungal activity, which was more pronounced against yeasts. Conclusion:
Considering these findings, compounded formulations based on cellulose and chitosan
with Tea Tree Essential Oil for nail film formation are potential tools in the treatment of
onychomycosis caused by dermatophytes or yeasts. In addition to being a natural, low-
cost, and low-toxicity therapeutic alternative, future clinical trials are crucially important
to confirm safety and efficacy.

Keywords: biomaterial, onychomycosis, polymer, chitosan, essential oils, melaleuca.
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1 INTRODUCAO

As infec¢Bes fungicas representam um relevante problema de saude publica
global, com crescente prevaléncia e impacto significativo tanto na qualidade de vida
dos pacientes quanto nos sistemas de saude (Araujo et al.,2023).Dentre essas
infeccbes, a onicomicose se destaca como a mais comum afeccdo das unhas,
responsavel por aproximadamente 50% das altera¢des ungueais (Leung et al., 2020).

Cerca de 5 a 10% da populagdo mundial € acometida por alguma manifestacéo
clinica relacionada a onicomicose, apesar de ser uma condi¢éo subnotificada (Lipner;
Scher, 2019).

Estudos relatam a prevaléncia da onicomicose em diversas regiées do mundo,
como 14 a 23% na Europa (Lipner et al., 2021), 20% a 36,6% no Leste Asiatico (Song
et al., 2022) e 14% na América do Norte e na América do Sul (Lipner; Scher, 2019).

A onicomicose impde um impacto significativo na qualidade de vida dos
pacientes, gerando dor, dificuldades na mobilidade e implicacdes sociais (Falotico;
Lipner, 2022). Trata-se de infeccdo crénica da lamina ungueal causada,
principalmente, por fungos dermatofitos como Trichophyton rubrum e Trichophyton
mentagrophytes, além de leveduras do género Candida e fungos filamentosos néo
dermatofiticos (Santos et al.., 2022).

Quanto ao local de infeccado, as unhas dos pés sdo mais acometidas em relacéo
as das maos (Leung et al., 2020). O aspecto clinico das lesdes depende do agente
etioldgico e do estado imunoldgico do paciente. Sdo observados espessamento das
unhas, descoloracdo e separacao do leito ungueal, onicélise e lesbes na pele da
regido periungueal (Gupta et al., 2021).

Para o tratamento, a conduta inicial, deve ser um diagnostico preciso do agente
causal, sendo primordial para definir o tratamento adequado e obter éxito (Leung et
al., 2020).

O tratamento apresenta desafios consideraveis, decorrentes de fatores como a
penetragdo profunda do fungo na lamina ungueal, a exigéncia de tratamentos
prolongados, a baixa adeséo por parte dos pacientes e a recorréncia frequente do
quadro. As opcdes terapéuticas abrangem a terapia antifingica oral, terapia topica,
laser, fotodinAmica e, em casos de unhas cronicamente espessas, a avulsao cirlrgica,

apesar de ndo haver comprovacéo de sua utilidade (Leung et al., 2020).
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As plantas sédo usadas de forma terapéutica ha tempos em todo mundo. Os
Oleos essenciais sdo obtidos a partir de partes das plantas e possuem como principais
componentes 0s mono e sesquiterpenos (Natu; Tatke, 2019). Os compostos fenélicos
presentes nos 0Oleos essenciais tém sua atividade reconhecida como importantes
bioativos antimicrobianos (Khwaza; Aderibigbe, 2025).

Diversos 0Oleos essenciais séo utilizados com finalidade antimicrobiana, dentre
eles se destaca o Oleo essencial de melaleuca comumente usada por possuir
atividade antifingica sinérgica com os derivados azolicos ungueais (Voros-Horvath,
2020).

Na busca por novos tratamentos eficazes e naturais contra onicomicose, o 6leo
essencial de melaleuca (OEM) provou ser uma solucdo promissora. Ele tem
propriedades antimicrobianas comprovadas e seu uso € apoiado por crescentes
evidéncias cientificas (Villar Rodriguez et al., 2022). Outra razéo para o uso frequente
deste OE é sua eficacia contra uma ampla gama de microrganismos, incluindo aqueles
gue causam onicomicose, como Trichophyton.rubrum e Candida albicans
(Winkelman, 2018). Uma das principais razdes para sua atividade antifungica é
apresenca de alta concentracdo de terpinen-4-ol (D'Agostino et al.,, 2019). Este
composto, juntamente com o alfa-terpineol e o eucaliptol (também conhecido como
1,8-cineol), € conhecido por aumentar a permeabilidade da membrana celular dos
fungos e alterar a morfologia micelial e a ultraestrutura celular (Yu et al., 2015).

O manejo das onicomicoses normalmente € longo, torna-se oneroso ao
paciente e dura em média 10-12 meses. Esses fatores muitas vezes levam a falta de
adesdo, o0 que gera insucesso no tratamento (Khosravi; Shokri; Saffarian, 2020). Outro
fator que influencia a baixa adesdo ao tratamento € que, embora a terapia oral se
mostre eficaz, em caso de uso por tempo prolongado pode causar efeitos colaterais e
interacdes medicamentosas (Marcos-Tejedor; Gonzalez-Garcia; Mayordomo, 2020).
Desta forma, a busca por novas alternativas de tratamento para onicomicose tem sido
bastante promissora.

O tratamento convencional topico apresenta desafios significativos, seja pela
baixa eficacia das formulacbes — devido a limitada permeacédo atraves da lamina
ungueal —, seja pelos efeitos adversos associados as terapias sistémicas (Mauch,
2020).

A terapia medicamentosa topica contorna as desvantagens da sistémica.

Entretanto, considerando a alta quantidade de queratina na lamina ungueal, a qual
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estabelece redes de interacdes intermoleculares fortes e estaveis, principalmente
através de ligacdes de dissulfeto e de hidrogénio, a unha exerce um efeito barreira a
entrada de substancias exdgenas (Baswan et al., 2017).

Desta forma, o tratamento topico geralmente perdura por mais tempo que o
sistémico e apresenta eficacia limitada, o que estd associado a dificuldade dos
compostos ativos em permear atraves unha (Dhamoon; Popli; Gupta, 2019).

Nesse contexto, o desenvolvimento de um hidrogel formador de filme ungueal
capaz de superar as barreiras estruturais da lamina ungueal, torna-se essencial e
oferece vantagens como adesédo a superficie ungueal, formacao de barreira fisica e
liberacdo do principio ativo (Mineto, 2023).

A associacdo de biopolimeros como a hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e a
quitosana permite a elaboracdo de matrizes poliméricas com excelentes propriedades
fisico-quimicas e biologicas. O HPMC destaca-se pela capacidade de formar filmes
flexiveis, resistentes e transparentes, além de ser biocompativel e de facil
processamento (Barros; Lima; Bunhak, 2022). Por sua vez, a quitosana, um
polissacarideo natural derivado da quitina, apresenta caracteristicas particularmente
vantajosas no contexto de sistemas de liberacéo tépica (Rajinikanth et al.,2024).

A guitosana é um polimero catibnico, devido a presenca de grupos amina
protonaveis em sua estrutura, que lhe conferem carga positiva em pH fisiologico (Abd
Rashed et al., 2021). A lamina ungueal, composta predominantemente por queratina,
apresenta carga superficial negativa devido aos grupos carboxila e sulfidrila presentes
na matriz proteica (Murdan, 2002). Este fato favorece interacdes eletrostaticas com
polimeros catibnicos como a quitosana, promovendo bioadesao, aumento do tempo
de residéncia e, consequentemente, maior eficacia terapéutica.

Adicionalmente, a quitosana possui propriedades intrinsecas de atividade
antimicrobiana e antifingica, biocompatibilidade, biodegradabilidade e capacidade de
promover hidratacdo controlada, caracteristicas que a tornam um polimero estratégico
no desenvolvimento de sistemas topicos inteligentes.

A incorporacgao do oleo essencial de Melaleuca alternifolia, conhecido por sua
atividade antifingica contra dermatofitos e leveduras, complementa a proposta. Este
ativo natural oferece uma abordagem terapéutica eficaz, segura e menos propensa
ao desenvolvimento de resisténcia fungica, embora sua elevada volatilidade e
sensibilidade demandem estratégias de encapsulamento e protecdo (Carson;
Hammer; Riley, 2006).
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Diante desse cenario, o presente trabalho propde o desenvolvimento e a
caracterizacdo de um hidrogel formador de filme a base do HPMC e quitosana,
associado ao 0leo essencial de Melaleuca alternifolia, como uma alternativa eficiente
para o tratamento da onicomicose causada por fungos dermatofitos e leveduras
(Hammer; Carson; Riley, 2004; Lipner; Scher, 2019). Este sistema visa superar as
limitacdes das terapias atuais, promovendo maior adesao a lamina ungueal e eficacia

antifungica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Unhas — definicéo, estrutura, composicao e afeccoes

A unha (ou unguis; ungues no plural) do dedo humano foi apresentado na figura
1. E um anexo cutaneo que se superpde a face dorsal das falanges distais. As unhas
protegem as sensiveis extremidades digitais, prestam-se a funcdo de arranhar,
crescendo cerca de 2 a 4,5mm por més (Lopes et al., 1999).

A lamina ungueal humana €é uma barreira resistente a penetracdo de
compostos grandes e lipofilicos, incluindo agentes antifUngicos comumente usados
no tratamento de doengas das unhas (Murdan, 2010).

A placa ungueal humana consiste em 80% de proteina (principalmente a-
gueratinas), 10- 30% de agua, 0,1-1% de lipidios e tracos de minerais e eletrdlitos
(Dhamoon; Popli; Gupta, 2019). Assim, ions e medicamentos (por exemplo,
itraconazol) sdo incorporados as unhas por mecanismos da matriz ungueal e do leito
ungueal (Rajendra et al., 2012). A lamina ungueal é carregada negativamente no pH
fisiologico de 7,4 (Smith; Hao; Li, 2010).

Figura 1- Apresentacdo esquematica da unha

Lateral nail folds Distal edge

Nail plate

Proximal nail fold Cuticle

8

Ventral

a) Unha do dedo humano. b) Secdo microscopica mostrando diferentes camadas da placa ungueal
humana.
Fonte: Shivakumar et al. (2012).

Diante da relevancia clinica, social e terapéutica dessa infeccéo, torna-se
fundamental compreender os aspectos que envolvem a onicomicose, seus agentes
etiologicos, manifestacbes clinicas, bem como o0s desafios associados ao
desenvolvimento de terapias mais eficazes e seguras, tema que sera explorado no

topico a seguir.
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2.2 Onicomicose

A onicomicose é uma infeccdo causada por fungos dermatofiticos e néo-
dermatofiticos e leveduras que afeta 20% da populacdo mundial e constitui 50% de
todas as doencas das unhas (Nogueiras-Nieto; Delgado-Charro; Otero-Spinar, 2013).

As onicomicoses estdo em destaque nas onicopatias de regides tropicais,
principalmente devido ao clima quente e umido. Fazem parte de sua origem trés
grupos de fungos bem definidos: os dermatéfitos, em 80 a 90%, dos géneros
Trichophyton e Epidermophyton; raramente o género Microsporum, seguidos pelas
leveduras, em cinco a 7%, sendo a Candida albicans o organismo mais comum, e 0S
fungos ndo dermatdfitos em dois a 12% (Araujo et al., 2003; Lacaz et al., 2002).

A classificagdo das onicomicoses foi baseada nos quatro tipos clinicos
especificos de alteragdes ungueais (Jinna; Finch, 2015), conforme figura 2.

a) Onicomicose subungueal distal e lateral (OSDL): variedade clinica mais
frequente (90%); a invasdo comeca no hiponiqueo (unha livre) e na borda distal e
lateral da lamina ungueal, estendendo-se de forma lenta e progressiva até o setor
proximal da unha (Gupta; Studholme, 2016).

b) Onicomicose branca superficial (OBS): representa dois a 5% das
onicomicoses dermatofiticas. Caracteriza-se pela penetracdo in situ de estruturas
fungicas em direcdo ao interior da lamina ungueal, podendo ser facilitada por traumas
anteriores. E mais comumente observada nas unhas dos pés (Lopes et al., 1999).

C) Onicomicose subungueal proximal (OSP): é a variante clinica menos
comum, sendo observada com maior frequéncia em individuos com sindrome da
imunodeficiéncia adquirida. Inicia-se pela invasdo do fungo no estrato cérneo da dobra
ungueal proximal e subsequentemente, na lamina ungueal (Dhamoon; Popli; Gupta,
2019).

d) Onicodistrofia total (OT): € o estagio final das onicomicoses por
dermatofitos, ndo dermatéfitos ou Candida sp. Verifica-se acometimento da matriz

ungueal, e a totalidade da unha esta alterada (Dhamoon; Popli; Gupta, 2019).
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Figura 2- Classificacdo das onicomicoses

b) Onicomicose branca

¢) Onicomicose subungueal proximal d) Onicomicose distrofica total

Fonte: Dhamoon, Popli e Gupta (2019).

O diagnostico laboratorial das onicomicoses pode ser realizado pelo exame
micoldgico direto (EMD), por cultura fungica e, exame histopatolégico através da
biépsia ungueal, ou do procedimento clipping ungueal (unha é cortada na sua por¢cao
distal e livre, e o fragmento resultante é processado e corado com acido periédico de
Schiff com digestao, em que as hifas sdo vistas dispostas entre as camadas da unha,
paralelas a superficie (Gupta; Studholme, 2016).

A cultura é necesséria para o isolamento e identificacdo da espécie, devendo
o material ser inoculado sempre em diferentes meios, por exemplo, o agar Sabouraud
simples, o agar Sabouraud com cicloheximida, que inibe o crescimento de fungos
contaminantes, o agar Sabouraud com cloranfenicol, que tem por finalidade inibir o
crescimento de bactérias, o gar batata, utilizado na manutencdo de culturas de
dermatofitos, o agar-fuba e o agar-arroz, utilizados na inducdo de clamidésporo
terminal de Candida albicans, o agar-lacrimel, que é meio bastante enriquecido,
permitindo o crescimento de fungos filamentosos e leveduras em geral (Dhamoon;
Popli; Gupta, 2019).

O tratamento da onicomicose apresenta desafios significativos, uma vez que a
estrutura queratinizada da unha dificulta a penetracdo dos agentes antifingicos, o
gue, somado a lenta taxa de crescimento ungueal, prolonga o tempo de tratamento e
contribui para altas taxas de recidiva (Lacaz et al.,, 2002). Apesar das opc¢des

disponiveis, o tratamento da onicomicose ainda € considerado longo, oneroso e,
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frequentemente, ineficaz em termos de erradicacdo completa, especialmente em
populacdes de risco. Diante disso, o desenvolvimento de estratégias terapéuticas
mais eficazes e seguras, especialmente no campo dos antifungicos, torna-se uma
necessidade constante na busca por solugbes que superem as limitacdes dos
tratamentos convencionais (Galhardas Perusinha; Rosado; Lencastre, 2019).

Nesse contexto, o proximo topico abordara os principais antifungicos utilizados
no manejo da onicomicose, suas caracteristicas farmacoldgicas, mecanismos de a¢éo

e limitacBes clinicas.

2.3 Agentes Antifungicos

A terapéutica classica inclui farmacos sistémicos administrados por via oral —
terbinafina, da classe alilamina, itraconazol e fluconazol, da subclasse triazol -1 e
farmacos topicos disponiveis sob a forma de esmalte — amorolfina, da classe
morfolina, e ciclopirox, da classe hidroxipiridinona (Nogueiras-Nieto; Delgado-Charro;
Otero-Spinar, 2013), conforme tabela 1. A maioria atua em diferentes etapas da via
de biossintese do ergosterol, um componente responsavel pela permeabilidade e
fluidez da membrana celular do fungo, o que implica varia¢gdes na atividade antifungica
(Kaur; Kashyap; Bhalla, 2008).

Tabela 1- Esmaltes para onicomicose, disponiveis comercialmente

Agentes Terapéuticos Nome Comercial Fabricante
Ciclopiroxamina 8% Onlyac Dermic, Canada
Ciclopiroxamina 8% Penlac Roche lab , australia
Ciclopiroxamina 8% Nailon Protech Biosystem, India

Amorolfine 5% Loceryl Protech Biosystem, India
Econazole 5% Econail MacrochenCorporacéo,
Lexington

Fonte: Rajendra et al. (2012).

O Tavaborol é a primeira molécula de uma nova classe de farmacos, que
contém o elemento quimico boro, denominada oxaborol. E comercializada na

apresentacao de solucéo tépica a 5% (Rajendra et al., 2012).
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2.4 Oleo Essencial de Melaleuca (OEM)

As terapias alternativas atualmente sob investigacao incluem o uso de diversos
Oleos essenciais como possiveis agentes antifingicos para tratar onicomicoses
(Gupta; Paquet; Simpson, 2013; Rajendra et al., 2012).

O oleo da arvore do cha, Tea Tree ou Oleo essencial de Melaleuca
(OEM), conhecido por suas propriedades antibacterianas, antifingicas e anti-
inflamatdrias, € um o6leo essencial obtido das folhas da Melaleuca alternifolia. Sua
composicdo é baseada em uma mistura complexa de compostos, principalmente
hidrocarbonetos, sesquiterpenos e monoterpénicos, bem como seus alcoois
associados (Flores et al., 2013).

A composicao do OEM contém aproximadamente 100 componentes quimicos
(Murdan, 2002). Sendo os principais, o terpinen-4-ol, gama-terpieno, a-terpieno, 1,8
cineol e a-pineno e € um 6leo parcialmente sollvel em agua. Para se obter solucéo
aquosa do 0Oleo, é necessario adicionar agentes emulsificantes, os quais nao alteram
as propriedades antimicrobianas (Williams, 1990).

De acordo com o Comité Australiano, para que o OEM possua atividade
antisséptica, ele deve conter quantidade de cineol abaixo de 15% e de terpinen-4-ol
acima de 30%, conforme ISO 4730/2004 (International Organisation for
Standardisation, 2004).

O Terpinen-4-ol esta presente em 30-40% da composicdo, sendo o
componente que detém a principal atividade antimicrobiana, pois induz perda da
membrana, interferindo na integridade e fisiologia bacteriana (Carson; Hammer; Riley,
2006).

A concentracdo inibitéria minima (CIM, ou seja, a menor concentracdo do
agente antimicrobiano capaz de inibir o desenvolvimento do microrganismo) do 6leo
de melaleuca, contra os agentes patdgenos mais comuns encontra-se entre 0,5 a 1%
(Simdes; Spitzer, 2004) Porém, a concentracdo pode variar entre 0,5 a 5% em
cosmeéticos e entre 5 a 10% em formulag6es farmacéuticas (Garcia, 2003).

O OEM possui amplo espectro de acao antibacteriana, possuindo efeito
bactericida in natura e bacteriostatico em baixas concentracdes (Kwiecinski; Eick;
Wojcik, 2009; Traboulsi; Mukherjee; Ghannoum, 2007; Wilkinson; Cavanagh, 2005)
antifangico (Oliva et al., 2003; Traboulsi; Mukherjee; Ghannoum, 2007) e antiviral
(Oliva et al., 2003).
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2.5 Administracdo transungueal de medicamentos

Os esmaltes medicinais constituem um tipo inovador de formulacdes que tem
sido usadas para administracdo transungueal de medicamentos. Essas preparagdes
consistem em uma solucao de um polimero formador de filme e um medicamento.

Conforme ilustrado na figura 3, apos aplicacdo sobre a placa ungueal, ocorre a
evaporacao do solvente. A pelicula formada atua como depdsito do medicamento. A
partir deste, o medicamento € liberado e penetra na unha por um periodo de tempo.
Um gradiente de difuséo é gerado para penetracao do medicamento na placa ungueal
(Zupanc et al., 2024).

Nail lacquer

Figura 3- Mecanismo de penetracdo do farmaco por meio de esmalte
J
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l bond
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Fonte: Akhtar, Sharma e Pathak (2012)

2.6 Sistema de liberagcdo modificado — Hidrogel

Pesquisas cientificas abrangentes destinadas a compreender o mecanismo de
acdo dos Oleos essenciais e seus componentes podem fornecer a base para uma
alternativa natural aos antifingicos tdpicos, mitigando os efeitos colaterais
clinicamente importante dos medicamentos antifingicos alopaticos, como:
intoxicagles, interacbes medicamentosas e até hepatotoxicidade. Esta pesquisa
podera contribuir com uma formulacao efetiva e ideal, de aplicacdo topica, portanto
com menos efeitos colaterais e maior eficiéncia e poténcia na cura das infeccdes
fungicas de unhas, que séo clinicamente preocupantes por ser tratar de tratamento
longo e de dificil éxito (Akhtar; Sharma; Pathak, 2016).

Os antifungicos no mercado estédo listados na forma de cremes, pomadas,

vernizes, solucbes, locbes e pos. Até o momento, as formulacbes usadas
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comercialmente, ndo sdo especificamente adequadas para as unhas por causa da
remocao indesejada devido a friccdo e a lavagem (Gupta; Simpson, 2016). S&o
escassas as pesquisas cientificas quanto ao uso de hidrogel formador de filme adesivo
com OEM num sistema de liberagdo modificada de farmaco, o que justifica a
originalidade deste trabalho, bem como, exprime relevancia clinica.

Os derivados celulésicos s&do polimeros promissores na elaboracdo de
biomateriais na apresentacdo de filmes poliméricos devido sua biocompatibilidade,
estabilidade, baixa toxicidade, adesividade, liberacdo modificada de farmacos/ativos
e custo baixo (El Fawala et al., 2020).

A guitosana é um polissacarideo natural policatibnico derivado da quitina, que
€ encontrada em carapacas de crustaceos e parede celular de fungos. A quitosana
possui atividades antimicrobianas: antifingica e bactericida. Além disso, é
biocompativel, biodegradavel, bioativa e possui uma excelente capacidade de formar
filmes (Martinez-Camacho et al., 2007).

Devido a alta densidade de cargas positivas do polimero, a quitosana atrai e se
liga aos lipideos (carga negativa da unha), contribuindo assim para melhor adeséo
ungueal (Hao; Smith; Li, 2010).

A hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) é um polimero largamente utilizado na
industria farmacéutica, em formas farmacéuticas orais e de uso topico. E inclusive o
polimero hidrofilo mais utilizado no desenvolvimento de sistemas de liberagdo
modificada devido suas caracteristicas de intumescéncia e gelificacdo que permitem
modular a libertacdo de farmacos (Ding; Zhang; Guonying, 2015).

Neste projeto, os polimeros como hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) associado
a quitosana, foram desenvolvidos para formar um hidrogel e ap6s secagem, filme
adesivo seguindo o método de evaporacdo de solvente. O Oleo essencial de
melaleuca foi incorporada no hidrogel nas concentracdes de 1%, 2% e 5% e posterior
analise em culturas com a levedura Candida albicans e o fungo
dermatofito Trichophyton rubrum, afim de definir as concentracbées minimas com
propriedades antifungicas. O filme adesivo foi avaliado quanto a aparéncia fisica,
FTIR, analises térmicas (DSC e TG), além das analises microbioldgicas.

Considerando as limitagfes inerentes as terapias tdpicas e oral, bem como a
potencial nocividade dos agentes antifungicos a saude humana, o desenvolvimento
de uma formulacao topica a partir do hidrogel contendo ativo de origem natural, baixo

custo e baixa toxicidade, visa estabelecer, uma nova alternativa terapéutica, eficaz e


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/candida-albicans
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/trichophyton-rubrum
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mais segura que as comercialmente existentes, no tratamento da onicomicose por

levedura e/ou dermatofitos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Desenvolver um hidrogel formador de filme com a combinacdo do HPMC e
quitosana associado ao Oleo essencial de melaleuca para o tratamento de

onicomicose.

3.2. Especificos

- Desenvolver e caracterizar o hidrogel associado ao 6leo essencial de
melaleuca, que apos secagem formara um filme adequado a geometria das

laminas ungueais;

- Determinar a atividade antifingica do hidrogel, através dos:

a) Teste de sensibilidade: determinacdo do halo de inibicdo e comparativo com
padrdo de antifungicos (antifungigrama), que incluem: Clotrimazol, Fluconazol,
Nistatina, Cetoconazol, Itraconazol e Miconazol.

b) Teste de turbidez: avaliar a concentragdo minima que inibe o crescimento

microbiano.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Biomaterial, Bioativos e Reagentes

O oleo essencial de melaleuca (OEM) foi adquirido da marca WNF lote 2459/24,
validade 10/08/2025. A quitosana (grau de desacetilagdo de 86%), massa molar média
na faixa de 60 a 300KDA foi adquirida da empresa Polymar Indastria, Comércio,
Importacao e Exportacdo Ltda. HPMC ( massa molar média 340KDA), polietilenoglicol
(400K) e propilenoglicol foram adquiridos do grupo Fagron do Brasil Farmacéutica
Ltda. O alcool Isopropilico grau USP 35, com teor de 99,97% foi obtido do laboratério
Labsynth. Todos os meios de cultura da marca Probac, as cepas da levedura C.
albicans provenientes do acervo do Lab. de Microbiologia da FCMS-PUC/SP, a
linhagem liofilizada de T. rubrum linhagem da Fundac¢éo André Tosello do Laboratério,
Referéncia URM 719, lote 15.19. Os discos para antifungigrama, discos de papel
(didametro 6,35 mm) impregnados com antifingicos: nistatina (100UI), clotrimazol
(50mcg), miconazol (50mcg), cetoconazol (50mcg), fluconazol (25mcg), itraconazol
(10mcg), marca Sensifungidisc - Cecon (Centro de Controle e Produtos para
Diagnosticos Ltda, validade: ago/2025). Escala nefelométrica de Mc Farland — 11

tubos de Nefelobac numerados de 0,5 — 10 (padréo de turvacdo), marca Probac.

4.2. Obtencdo, desenvolvimento e caracteriza¢do do Hidrogel

4.2.1 Obtengé&o e desenvolvimento

De acordo com a Farmacopeia Brasileira 6 edicdo (Brasil, 2019), o dleo
essencial de melaleuca deve conter, no minimo, 30% de terpinen-4-ol, que é o
principal componente ativo responsavel pelas propriedades antissépticas e anti-
inflamatdrias (Wilkinson; Cavanagh, 2005). Embora a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) ndo defina limites maximos especificos para o uso do Oleo
essencial de melaleuca em produtos acabados, as literaturas técnica e farmacéutica
sugere as seguintes concentracdes: 2 a 5% para géis antiacne, 5 a 10% para
shampoos e condicionadores para caspa e seborreia e, cremes para micoses até
10%,conforme RDC N° 298, de 12 de agosto de 2019 (Brasil, 2019). Portanto, como
este trabalho se trata do desenvolvimento de um hidrogel, estabeleceu-se a

concentragdo maxima de 5% como a recomendada e segura.
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O hidrogel foi preparado por método de evaporacao do solvente (dgua e alcool
isopropilico) (figura 4) wusando polimeros formadores de filmes como
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e quitosana preparada e modificada segundo
(Robert Gaf, 1992). Previamente foi preparado uma solucdo de quitosana a 3%,
solubilizada com 1% de acido acético (Robert Gaf, 1992) em agua. Apos, adicionado
o0 HPMC e solubilizado com os solventes. Seguido em agitacdo por cerca de 15
minutos até a solubilizacdo dos polimeros gque resultou em uma solucao translicida e
de baixa viscosidade. Em seguida, adicionou-se o OEM em diferentes concentracdes
(1,2 e 5%) conforme formulac&o descrita na tabela 2. Na sequéncia, foi verificado o
pH para certificar-se que a formulacéo atendeu aos critérios de pH de estabilidade (pH
5,0 - 5,5) e apds, foi vertida numa placa de Petri com auxilio de um funil para evitar
evaporacao rapida. Permaneceu em repouso por aproximadamente 24h para

evaporacao total do solvente.

Figura 4- Processo de obtencédo do hidrogel e formacéo do filme polimérico

p—

(A)

(E) (D)
A: solucéo de quitosana acidificada. B: Solugao de HPMC. C: HPMC+quitosana+OEM. D: Processo de
evaporacao (secagem). E: Produto em forma de filme polimérico.
Fonte: Préprio autor.
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A embalagem escolhida para aplicacado do hidrogel com OEM e nas unhas foi
estratégica, fundamentada nos seguintes parametros (Figura 5):

e contribuir para aplicacdo eficaz na lamina ungueal,

e embalagem econdmica sem desperdicio do produto;

e evitar o ressecamento do hidrogel antes da aplicacéo;

e menor exposi¢do do hidrogel as contaminagdes externas;

e menor exposi¢cao dos ativos ao ambiente, preservando-os.

A remocé&o do produto, diferente dos esmaltes convencionais, ndo precisa ser

com acetona ou outros solventes agressivos e toxicos para a unha. Esta se faz com
agua através da friccao local.

Figura 5- Embalagem dispensadora do hidrogel para aplica¢do na lamina ungueal
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Fonte: Préprio autor.

4.3 Caracterizagdo do Hidrogel

Para o processo de caracterizagdo do material, foram desenvolvidas as
seguintes amostras:

o Hidrogel sem quitosana (somente HPMC)

. Hidrogel com quitosana (HPMC + quitosana)
. Hidrogel com OEM 1%

J Hidrogel com OEM 2%

o Hidrogel com OEM 5%

o Filme + OEM 1%

J Filme + OEM 2%

o Filme + OEM 5%
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4.3.1 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A andlise de calorimetria exploratéria diferencial foi realizada utilizando o
equipamento TA Instruments modelo Discovery DSC 25. As amostras com massa de
aproximadamente 7 mg foram submetidas ao aquecimento no intervalo de 25°C até

250°C, com razao de aquecimento de 10°C/min sob atmosfera de nitrogénio.

4.3.2 Termogravimetria (TG)

A estabilidade térmica das amostras foi avaliada utilizando o equipamento TA
Instruments modelo Discovery TGA 55. As amostras com massa de aproximadamente
10mg foram submetidas ao aquecimento na faixa de temperatura de 25 a 700°C, com

uma razdo de aquecimento de 10°C/min sob atmosfera de nitrogénio.

4.3.3 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada De Fourier (FTIR)

Foram analisadas em um equipamento de espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier, com modo ATR (Attenuated Total Reflectance), Spectrum 65
(Perkin Elmer). Os espectros de absorcéo foram obtidos na faixa de 4000 cm™ a 600

cm?, com resolugdo de 4 cm™ e com 32 scans de varredura.

4.4 Atividade Antifungica

4.4.1 Microorganismos

Os microrganismos estudados nos ensaios microbiolégicos foram os dois
principais encontrados em onicomicoses: fungo dermatéfito Trichophyton rubrum (T.
rubrum) e a levedura Candida albicans (C. albicans). As cepas foram mantidas e
cultivadas no Laboratorio de Microbiologia da FCMS-PUC/SP sob supervisédo da

microbiologista Profa. Dra. Marcela Pellegrini Peganha.
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4.4.2. Determinacédo da Atividade Antifungica

4.4.2.1. Teste de sensibilidade

Para o teste de sensibilidade determinou o halo de inibicdo e o comparativo
com o padréo de antifingicos (antifungigrama), que incluiram: clotrimazol, fluconazol,
nistatina, cetoconazol, itraconazol e miconazol. Para tanto foram utilizadas as culturas
puras de T. rubrum e C. albicans cultivadas em Caldo Brain Heart Infusion em estufa
bacteriolégica. A partir, dessas culturas puras, todas as placas de Petri com agar
sélido foram semeadas com os respectivos fungos, T. rubrum ou C. albicans e
incubadas em estufas distintas, as temperaturas de 28 °C (por 7 dias, para adequada
esporulagcédo) ou 37 °C (por 24-48h), respectivamente. Cada condicao foi realizada
preferencialmente em triplicata e posterior analise e registro fotografico com o auxilio
de uma camera Apple IPhone 14 de 12 megapixels com resolucdo de 4000x3000
pixels.

A escolha dos meios de cultura Sabouraud ou &gar Mycosel foram
determinados para evitar contaminante como bactérias e fungos sapréfitas (fungos
nao dermatofiticos). O uso do agar Sabouraud, que € um meio de cultura seletivo para
o cultivo de fungos e leveduras, e inibicdo de bactérias; se trata de um meio acido (pH
5,6) que contém altos niveis de glicose, o que favorece o crescimento fungico e inibe
0 crescimento bacteriano. Do mesmo modo o agar Mycosel, € um meio de cultura
seletivo para fungos, composto por cicloheximida e cloranfenicol que inibem o
crescimento de fungos saprofitas e de bactérias. Entretanto, pode inibir o crescimento
de alguns patogénicos importantes, como a Candida sp, assim, é necessario realizar
simultaneamente meios de cultura sem cicloheximida, como é o caso do agar

Sabouraud.

Os protocolos experimentais adotados para avaliar a atividade antifungica,
foram meios de cultura sélido semeados com T. rubrum ou C. albicans:
- Agar Sabouraud: discos de papel (6,35mm) embebidos com hidrogel sem e
com OEM (1, 2 e 5%) e discos para antifungigrama (padrao de antifangicos);
- Agar Mycosel: discos de papel (6,35mm) embebidos com hidrogel sem e com

OEM (1, 2 e 5%) e discos para antifungigrama (padrao de antifingicos).
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Também foram feitos testes pilotos com amostras de quitosana 3% (disco de

papel 6,35mm) para verificar sua atividade antimicrobiana.

Todas as amostras foram incubadas em estufa bacterioldgica (cfe descrito
anteriormente) e ap0s o tempo de cultivo, foram realizados:
- registros fotograficos;
- medicBes dos halos de inibicdo com o auxilio de uma régua.
Todas as andlises dos resultados microbioldgicos foram orientados e

supervisionados pela microbiologista Profa. Dra. Marcela Pellegrini Pecanha.

4.4.2.2. Teste de turbidez

O teste de turbidez avaliou a concentracdo minima do hidrogel associado com
OEM (1, 2 e 5%) que inibe o crescimento microbiano, bem como, foram testados
também o padrédo de antifingicos (antifungigrama, j& mencionados anteriormente),
todos com os ativos impregnados no disco de papel (diametro de 6,35mm). Todos os
discos foram adicionados em tubos de ensaio contendo caldo Sabouraud cultivado
com os fungos (dermatofito T. rubrum ou a levedura C. albicans) na concentracdo de
1,5x10% UFC/mL. Todas as amostras de dermatéfito foram cultivadas em estufa
bacteriolégica a 28°C por 7 dias, e as de levedura foram cultivadas em outra estufa
bacteriolégica a 37°C por 1-2 dias. A andlise da turbidez foi realizada com auxilio da
escala nefelométrica de Mc Farland, que é o padrdo de turvacdo que consiste na
comparacao macroscopica dos tubos de Nefelobac com os tubos de cultura fungica e

também foram realizados os registros fotograficos.

4 .5 Andlise Estatistica

Os dados obtidos foram expressos como média + erro padrdo da média. Foi
adotado o ANOVA seguido do teste post hoc de Tukey para analises estatisticas entre
diferentes grupos. Diferencgas significativas foram consideradas com p < 0,05. Utilizou-

se a linguagem Python e o software PAST, versao 4.3, para todas as analises.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagao do hidrogel

A Fig. 6 ilustra os espectros de FTIR das amostras HPMC, quitosana, OEM,
etilenoglicol e propilenoglicol.

A amostra de HPMC apresenta banda de absor¢géao em 3451, 2910 e um pico
intenso 1059 cm™, correspondendo as vibraces de estiramento dos grupos O-H,
C-H e C-O, respectivamente. Uma banda pouco intensa em 1630 cm? é
caracteristica da vibracéo de flexdo dos grupos O-H, incluindo moléculas de agua
na regido amorfa do HPMC (Aldraz et al.,2024). Além disso, é observado em 1457
cm! uma vibracgédo de flexdo assimétrica do grupo CHs e um “ombro” em 1119 cm
vibracdo de estiramento assimétrica do grupo C-O-C (CuiCui et al.,2015).

A amostra de quitosana apresenta uma banda de absorcao larga na regido
de 3384 cm™, associada com a deformacéo axial dos grupos O—H e N-H de amina
| e Il, ambos os grupos ligados ao anel D-Glicopiranosidico. Uma banda de absorcéo
em torno de 2888 cm! que corresponde ao estiramento simétrico e assimétrico de
- CH-. Um pico pouco intenso em 1656 cm referente a deformacgédo axial de C=0
de amida |. Um pico préximo a 1592 cm™ relacionado a deformacdo angular da
ligagdo N-H de amina | e Il. Um pico de absor¢do em 1420 cm™ caracteristico de
deformacdo angular de CH2 e CHs. Um pico préximo a 1326 cm™ referente a
deformacéo angular de N-H de amida I. O pico em 1072 cm™ indica a presenca de
ligacbes C-O e ligacbes glicosidicas, C-O-C, caracteristicas da estrutura
polissacaridica.

A amostra de EG apresentou banda em 3460 cm! referente ao estiramento
do grupo O-H (Jianping et al., 2006). Um “ombro” em 2950 cm™ e um pico de
estiramento em 2870 cm! estdo relacionados o estiramento simétrico e assimétrico
da ligagdo C-H. C-H do etilenoglicol, respectivamente (Tunney; Detellier, 1994).

A amostra de PG apresentou um pico bem pronunciado na regido de 3332
cm, referente ao estiramento do grupo O-H proveniente de alcoois. Observa-se,
também, picos entre 2970 e 2880 cm™ devido ao estiramento da ligagdo C—H e um
outro pico intenso em 1045 cm™2, atribuido ao estiramento da ligacdo C—O de alcoois
(Wilkinson; Cavanagh, 2005).

A amostra de OEM apresentou uma banda em 3444 cm referente as
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vibracdes das ligacdes O-H, picos em 2962, 2918 e 2881 cm referente aos grupos
sesquiterpenos (hidrocarboneto com 15 atomos de C), picos em 1445 e 1378 cm™
referente ao estiramento das ligagées C-H, um pico em 1652 cm™ referente as
ligagcdes C=0 (carbonilas), um pico em 998 cm™ é referente a vibracdo da ligacdo
C-O-C do composto cienol e um pico em 881 cm referentes as ligagdes C-H das

olefinas (Duarte Junior 2010).

Figura 6- Espectros de FTIR das amostras individualizadas
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Fonte: Préprio autor.

A Figura 7 ilustra os espectros de FTIR dos filmes com diferentes
concentracfes de OEM.

Os filmes com 1%, 2% e 5% OEM apresentaram o0s picos caracteristicos do
HPMC, quitosana e OEM sozinhos observados na Figura 6. Neste caso foram
observados os principais picos/bandas em: 3435,8 cm™ referente ao grupo O-H
presentes nas amostras utilizadas na formulacéo do filme (HPMC, quitosana, OEM,
EG e PG), 2915 e 2875 cm! referente ao estiramento das ligacdes C-H presentes
nas amostras utilizadas na formulacéao do filme (HPMC, quitosana, OEM, EG e PG)
, 1656 cm! referente a deformacéao axial de C=0 de amida | presente na quitosana,

1461 cm™ e 1353 cm referente ao estiramento das ligacdes C-H presentes no
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OEM, 1300 cm referente a deformagdo angular de N-H de amida | presente na
guitosana, 1064 cm atribuido ao estiramento da ligacdo C-O de alcoois, 942 cm™*
referente a vibragcdo da ligacdo C-O-C do composto cienol. Em relagdo aos
compostos individuais houve um pequeno deslocamento dos picos/bandas, 0 que
pode ser atribuido a fraca interacdo entre os componentes do filme.

E por fim, outro ponto observado € que a mistura dos componentes nao
resultou no aparecimento de um novo pico/banda, indicando que nao houve uma

interacao quimica entre eles. Isso é importante para liberacdo do OEM para o0 meio.

Figura 7- Espectros de FTIR dos filmes com diferentes concentracées de OEM
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Fonte: Préprio autor.

A Figura 8 ilustra as curvas de DSC do hidrogel sem e com quitosana. E
possivel observar que ambas as amostras apresentaram um pico endotérmico, o
qual esté relacionado a vaporizacdo dos solventes utilizados. Além disso, apos a
adicao de quitosana no hidrogel houve um deslocamento do pico para temperatura
maior (90°C). Isso ocorre devido as ligacdes de hidrogénio entre os grupos amino
da quitosana e as moléculas de agua, as quais reduzem as forgas intermoleculares
entre as moléculas de 4gua e consequentemente, reduzem a pressao de vapor do
sistema. Assim, uma temperatura mais alta, para que a presséo de vapor alcance a

pressédo atmosférica e o solvente vaporize, é necessaria. Portanto, isto mostra que
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a quitosana interage positivamente com as moléculas dos solventes, necessitando
de maior energia para que a vaporizacao ocorra. Este resultado é consistente com
encontrado por Duarte Junior (2010), onde a quitosana representou um pico
endotérmico préximo de 100°C atribuido a evaporacdo de substancias volateis,
como agua ligada com os grupos hidroxilas da quitosana e demais componentes

volateis da composicao.

Figura 8- Curva de DSC do hidrogel sem e com quitosana
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Fonte: Préprio autor.

Os valores das temperaturas dos picos e das entalpias estéo ilustrados na

Tabela 2.

Tabela 2-Valores de entalpia e temperatura de peak (pico)

Amostras Tpeak (°) Entalpia (J/g)
Hidrogel sem quitosana 77 126
Hidrogel com quitosana 90 190

Fonte: Préprio autor.

Além disso, € possivel observar na tabela 3 que o hidrogel com quitosana
apresenta uma entalpia maior do que o hidrogel sem quitosana. Isso ocorre devido
a presenca da solucao ternaria (agua, acido acético e etanol) juntamente com a
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guitosana, naquela amostra de solugdo com quitosana. Assim, mais largo sera o
pico do evento endotérmico, uma vez que a faixa de vaporizacdo dos componentes
€ mais larga (agua ~ 100 °C, etanol ~ 78 °C e acido acético ~118 °C), devido a
interacdo entre todos os componentes, do que a solugdo binaria (dgua e etanol)
presente na amostra do hidrogel sem quitosana. Além disso, a agua interage com a
guitosana resultando na necessidade de maior energia para vaporizacado da agua,
conforme discutido anteriormente em relagdo ao aumento da temperatura de pico.
A Figura 9 ilustra as curvas de DSC do hidrogel com quitosana acrescidas
de 1, 2 e 5% OEM. E possivel observar que a adicdo de 1% de melaleuca a solucéo
formadora com quitosana, houve um deslocamento do pico para valor maior de
temperatura. Isso pode ter ocorrido devido a maior interagéo entre os componentes
da mistura, aumentando, assim, a temperatura do processo de vaporizagao desta
amostra. Neste caso, o terpinen-4-ol, composto abundante presente no OEM
(~40%) (Cortez et al., 2021), interage com a quitosana, principalmente por ligacdes
de hidrogénio entre o grupo OH do terpinen-4-ol e os grupos OH ou NH, da
guitosana, aumentando, assim, a temperatura do pico. Por sua vez, o aumento na
concentracdo do 6leo de melaleuca, de 1 para 2%, pode ter causado uma
diminuicdo da interagdo entre os componentes, devido a maior quantidade de
moléculas lipofilicas que estado presentes na composicdo do OEM. Portanto, isso
diminui a temperatura de vaporizacao dessa amostra comparada a amostra com 1%
de melaleuca e o valor fica praticamente o0 mesmo da solugdo formadora com
quitosana. E por fim, na solugéo formadora com 5% OEM houve um aparecimento
de um pico duplo devido a grande concentracdo de Oleo misturado aos
componentes polares (adgua, etileno glicol e propilenoglicol), o que levou a
separacdo das fases. Assim, o primeiro pico é proximo ao da solucdo formadora
sem OEM, indicando a vaporizacdo dos solventes utilizados para a preparacao
dessas amostras. O segundo pico é proximo ao da solucdo formadora com 1%

OEM, indicando a vaporiza¢céo do OEM.
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Figura 9- Curva de DSC das amostras: hidrogel com quitosana, hidrogel com

guitosana com 1% ou 2% ou 5% OEM
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Fonte: Préprio autor.

Os valores das temperaturas dos picos e das entalpias estéo ilustrados na
Tabela 3. E possivel observar na tabela 3 que a presenca do OEM aumentou pouco
a entalpia do sistema para a amostra com 1%, mostrando a maior necessidade de
energia para que o processo de vaporizac¢do ocorra. Por outro lado, 0 aumento na
concentracdo do OEM no sistema (2%) reduz um pouco a entalpia, porém o
aumento para 5% do OEM na formulagdo aumenta substancialmente o valor de
Entalpia. Isso pode estar relacionado a maior quantidade de OEM, o qual apresenta

individualmente maior valor de Entalpia do que os demais componentes da

formulacéo.
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Tabela 3- Valores de entalpia e temperatura de pico

Amostras Tpico (°C) Entalpia (J/9)
Hidrogel com quitosana 90 190
Hidrogel com quitosana + 1% OEM 105 203
Hidrogel com quitosana + 2% OEM 92 175
Hidrogel com quitosana + 5% OEM 871798 908

Fonte: Préprio autor.

A Figura 10 ilustra as curvas de DSC dos filmes com 1, 2 e 5% OEM. E possivel
observar que houve uma reducdo no valor da temperatura de vaporizagdo com o
aumento da concentracdo do OEM. Ou seja, com o0 aumento da quantidade de
compostos lipofilicos no filme, menor a interacdo entre eles e 0o HPMC e a quitosana,

resultando em menor temperatura do pico endotérmico.

Figura 10- Curva de DSC dos filmes com 1%, 2% e 5% OEM
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Fonte: Préprio autor.

A tabela 4 ilustra os valores das temperaturas de pico e entalpia das amostras
dos filmes com 1, 2 e 5% OEM. E possivel observar a redugdo dos valores das
temperaturas de pico e de entalpia a medida que a concentracéo do 6leo aumenta.
Portanto, mostrando que o aumento da concentracdo do 6leo causa uma diminuicdo

na interagao entre o OEM e os componentes do filme (HPMC e quitosana), facilitando

a vaporizacao do OEM.
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Tabela 4- Valores de entalpia e temperatura de pico

Amostras Tpico (C°) Entalpia (J/g)
Filme com 1% OEM 87 178
Filme com 2% OEM 79 170
Filme com 5% OEM 82 121

Fonte: Préprio autor

A Figura 11 ilustra as curvas termogravimétricas das solu¢des formadoras sem
e com quitosana. De acordo com a Fig. 11 e os dados da Tabela 6, € possivel observar
gue a solucéo formadora sem quitosana apresentou duas etapas de perda de massa.
A primeira, com Tonset em 25°C, esta relacionada a vaporizacao das moléculas dos
solventes utilizados na preparacdo dessa amostra. A segunda, com Tonset em
310,0°C, esta relacionada a degradacédo do HPMC.

A solucdo formadora com quitosana apresentou cinco etapas de perda de
massa. As duas primeiras, com valores de Tonset em 25 e 146°C, estdo
relacionadas a vaporizacao dos solventes. A terceira e a quarta etapa de perda de
massa, Tonset em 259 e 344°C, estao relacionadas a degradacdo do HPMC. E a
quinta etapa de perda de massa, Tonset em 498°C, esta relacionada a degradacéao
da quitosana. Portanto, a presenca da quitosana nao alterou a estabilidade térmica
da solugao formadora (hidrogel).

Figura 11- Curvas termogravimétricas do hidrogel sem e com quitosana
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Fonte: Préprio autor.
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A Tabela 5 ilustra os valores de Tonset, Tendset e Tpeak das solucdes

formadoras(hidrogel) sem e com quitosana.

Tabela 5- Valores de Tonset, Tendset e Tpeak das solu¢des formadoras(hidrogel)

sem e com quitosana

Amostras Tonset (°C) Tendset (°C) Tpeak (°C)

Sem quitosana 25/310 34 /368 358

Com quitosana  25/146/259/344 79/198/312/369/562 47/171/275/364/
/ 498 533

Fonte: Préprio autor.

A Figura 12 ilustra as curvas termogravimétricas da solucado formadora com
guitosana, solucdo formadora com quitosana + 1% OEM e solugdo formadora com
quitosana + 2% OEM. Observando as curvas desta figura e os valores da tabela 5, é
possivel observar que a adicdo do 6leo de melaleuca praticamente nao alterou o
comportamento térmico da solucéo formadora com quitosana. A maior diferenca € que
a adicdo do dleo inibiu o0 aparecimento do quinto pico de DTG, o qual esta relacionado

a degradacdo da quitosana.

Figura 12- Curvas termogravimétricas das amostras: solucdo formadora com

guitosana, solucao formadora com quitosana + 1% ou 2% ou 5% OEM
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Fonte: Préprio autor.
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A Tabela 6 ilustra os valores de Tonset, Tendset e Tpeak das solucdes
formadora com quitosana, solucédo formadora com quitosana com 1% ou 2% ou 5%
OEM.

Tabela 6- Valores de Tonset, Tendset e Tpeak do hidrogel com quitosana, solugéo

formadora com quitosana com 1% ou 2% ou 5% OEM

Amostras Tonset (°C) Tendset (°C) Tpeak (°C)
Hidrogel com 25/146/259/344 | 79/198/312/369/ 47/171/275/364/

quitosana 498 562 533

1% OEM 25/151/263/336 76/197/239/371 44 /174279 /362

2% OEM 25/144/258/335 62/207/290/380 35/177/280/ 364

5% OEM 22 /308 83 /357 59/ 340

Fonte: Préprio autor.

A Figura 13 ilustra as curvas termogravimétricas dos filmes com 1% OEM e
com 2% OEM. De acordo com as curvas da Fig. 13 e os dados da tabela 6 é possivel
observar que a concentragcdo de OEM ndao influenciou a propriedade térmica das
amostras, mostrando, assim, que a concentracdo € uma componente que pode ser
variada na composicao, visando o aumento da capacidade bactericida/fungicida do

produto, sem comprometer a propriedade térmica do produto final.

Figura 13- Curvas termogravimétricas dos filmes com 1, 2 e 5% OEM

220

—— Filme 1% OEM
—— Filme 2% OEM
Filme 5% OEM

100 +

80

60
-4 10

Massa (%)

40

(D0/%) (Lp/wip) eSSEW BP BPEALIAQ

20

J i T T T T | — T v T ! 0.0
0 100 200 300 400 500 600 700
Temperatura (°C)

Fonte: Préprio autor.
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Tabela 7- Filmes com 1,2 e 5% de OEM

Amostras Tonset (°C) Tendset (°C) Tpeak (°C)

Filme com 1% OEM 25/ 259/ 332 59/316/ 381 29 /279 /362
Filme com 2% OEM 25/253/333 57/291/381 34 /277 /362
Filme com 5% OEM 25/72/345 36/275/ 365 28 /271 /363

Fonte: Préprio autor.

5.2 Atividade antifungica

Os microrganismos estudados foram os dois principais encontrados em
onicomicoses: o fungo dermatofito T. rubrum e a levedura C. albicans.

Primeiramente, investigou-se a possivel propriedade antimicrobiana da
quitosana ja relatada na literatura, pois este componente foi incluido a formulacao
por conferir adesividade e gelificacdo. E também analisou se todos os componentes
presentes no hidrogel sem OEM (HPMC, PPG, PEG, alcool isopropilico) possuiam
alguma atividade antifUngica, porém somente a quitosana, na concentracao
estudada, apresentou propriedade antifungica para a C. albicans (halo de inibicao
9mm), mas nao para o T. rubrum, como visto na Figura 15.

Apesar de seu mecanismo de acdo nao estar totalmente elucidado, a
guitosana provou ser ativa contra 0s géneros Staphylococcus, Bacillus,
Streptococcus, Salmonella e também contra as leveduras Candida albicans e
Candida dubliniensis (Amalraj et al., 2020; Barzegar et al., 2021; Matica et al.., 2019;
Rodrigues-Vazquez et al., 2015) corroborando com os resultados deste trabalho,
efeito inibidor discreto da quitosana contra a levedura C. albicans apenas no agar

Mycosel.
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Figura 14- Atividade antifingica contra C. albicans e T. rubrum nos meios de cultura
sélido: controle Hidrogel sem OEM e controle Quitosana
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A) discos contendo hidrogel sem OEM em agar Sabouraud com C. albicans (em triplicata). B) discos
contendo hidrogel sem OEM em agar Sabouraud com T. rubrum (em triplicata). C) discos contendo

somente quitosana em agar Mycosel com C. albicans. D) discos contendo somente quitosana em
agar Mycosel com T. rubrum.

Fonte: Préprio autor

Na andlise microbiologica do hidrogel com OEM nas concentragfes de 1, 2
e 5% observaram que as maiores concentracdes (2 e 5%) apresentaram halos de
inibicdo de crescimento contra a C. albicans tanto no agar Sabouraud quanto no
agar Mycosel. J4 na cultura com T. rubrum o halo de inibicdo ndo foi detectado ou
demasiado discreto (Tabela 8 e Figura 15).
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Tabela 8- Antividade antifingica contra C. albicans ou T. rubrum em agar Sabouraud

e agar Mycosel, com posterior inclusdo de discos embebidos em hidrogel com OEM

(1, 2 e 5%)

A
Sabouraud+C. albicans OEM 1% (mm) OEM 2% (mm) OEM 5% (mm)
1 0 15,0 12,0
2 0 10,0 12,0
3 0 13,0 14,0
Média 0* 12,7 12,7
EPM 0 11 0,7
B
Sabouraud+T. rubrum OEM 1% (mm) OEM 2% (mm) OEM 5% (mm)
1 0 9,0 8,0
2 0 0 0
3 0 0 0
Média 0 3,0 2,3
EPM 0 3,0 2,7
C
Mycosel+C. albicans OEM 1% (mm) OEM 2% (mm) OEM 5% (mm)
1 8,0 13,0 14,0
2 7,0 12,0 13,0
3 0 11,0 10,0
Média 7,5% 12,0 12,3
EPM 2,5 0,6 1,2
D

Mycosel+T. rubrum

OEM 1% (mm)

OEM 2% (mm)

OEM 5% (mm)

1 0 0 7,0
2 0 0 7,0
3 0 0 7,0
Média 0 0 7,0*
EPM 0 0 0

A) OEM 1% com *p<0,05 quando comparado com as demais concentracdes superiores. Ndo houve
diferenca significativa entre 2 e 5% de OEM. B) p>0,05 nas diferentes concentra¢des. C) *p<0,05
guando comparado com as demais concentragdes. Ndo houve diferenga significativa entre 2 e 5% de
OEM. B) OEM 5% com *p<0,05 quando comparado com as demais concentracdes inferiores. Testes
em triplicata. M; média. EMP: erro padrao da média. Unidade de medida: milimetro (mm).

Fonte: Préprio autor
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Figura 15- Atividade antifingica contra C. albicans e T. rubrum nos meios de cultura
sélido: Hidrogel com OEM (1, 2 e 5%)

Hidrogel com OEM 1 -2 - 5%

Sabouraud

Mycosel

Candida albicans Trichophyton rubrum

A) discos contendo hidrogel com OEM (1,2 e 5%) em agar Sabouraud com C. albicans. B) discos
contendo hidrogel com OEM (1,2 e 5%) em agar Sabouraud com T. rubrum. C) discos contendo
hidrogel com OEM (1,2 e 5%) em agar Mycosel com C. albicans. D) discos contendo hidrogel com

OEM (1,2 e 5%) em agar Mycosel com T. rubrum. As placas de agar Sabouraud e Mycosel com
cultivo da levedura.

Fonte: Préprio autor

As concentracdes de 2 e 5% de OEM néo foram significativa diferentes na
inibicdo do crescimento fungico, porém vale ressaltar que no uso clinico crénico a
indicacdo seria a reaplicacdo diaria durante até 24 semanas dependendo de cada
caso, e isso potencializaria a eficacia do tratamento, pois nesse desenho experimental
a administracdo é Unica, e o 6leo essencial evapora da formulacdo com passar do
tempo. Segundo os estudos de Flores (2011) evidenciou-se a utilizacdo de Melaleuca

como um potente ativo para diversas infec¢fes fungicas, sugerindo que 0 uso topico
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de dleo essencial de Melaleuca a concentracéo de 5%, durante 8 semanas foi capaz
de curar as onicomicoses. Além disso, 0 uso topico do 6leo puro (100% de 6leo) ndo
é aconselhado, sendo indicada diluicdo, considerando a concentracdo de até 5%
como ndo irritante, baixissimo percentual de irritacdo quando utilizados preparagdes
topicas como cremes, locles e géis, todos considerados como nao genotoxicos, sem
efeitos deletérios consideraveis (Abdelhamid, 2017; Silva, 2010).

As propriedades do Oleo essencial pode oferecer muitas possibilidades no
tratamento das onicomicoses, pois 0 seu principal componente o terpinen-4-ol é uma
potente fonte medicinal antimicrobiana, atuando na sintese de ergosterol na
membrana dos fungos, desestruturando e promovendo ruptura celular (Nepomoceno;
Pietrobon, 2020), além de danos a organelas intracelulares, deixando-as vulneraveis
(Yu et al., 2015).

O OEM nas concentracdes mais altas apresentou inibicdo do crescimento mais
eficaz contra a levedura C. albicans, corroborando com os achados de Juliano,
Demurtas e Piu (2008). Logo, foi menos eficaz no efeito fungitdéxico para T. rubrum,
sugerindo duas hipéteses:

- Primeira hipétese: a volatizacdo do OEM exposto a temperatura alta na estufa,
em um meio de cultura solido passivel de ressecamento, preocupac¢ao esta ja
verificada através dos estudos realizados por Flores (2011) que concluiu que a
inclusdo do 6leo de Melaleuca nas nanocapsulas mostraram maior protecao
contra a volatilizacgéo.

- Segunda hipotese: um possivel mecanismo de resisténcia microbiana, como
descrita por Martinez-Rossi, Peres e Rossi (2007) que identificaram bombas de
efluxo na membrana plasmatica do género Trichophytum, que sao
responsaveis pela resisténcia a multiplas terapias antifungicas, logo impedindo
0 mecanismo de acdo do OEM, onde os seus fitoquimicos atuam em
organismos fungicos infligindo danos em suas membranas celulares, com
extravasamento de conteudo intracelular, além de promover déficit da producao
de energia celular com redugéo de trifosfato de adenosina (Felipe, 2018, Miron
etal., 2014; Yu et al., 2015).

Uma proposta na tentativa de aumentar o efeito fungitéxico do OEM contra o
dermatofito e leveduras, seria formulacdes a base de sistemas nanoestruturados
como descrita por Flores et al.. (2013) que evidenciaram uma maior eficacia quando

comparadas nanocdpsulas contendo OEM com nanoemulsdo e emulsédo
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convencional. Nanocapsulas, ao contrario das nanoemulsées, sdo formados por uma
parede polimérica disposta ao redor do nucleo de 6leo, que protege a entrega imediata
do OEM, fornecendo uma liberagéo gradual e mantendo suas concentragdes por mais
tempo.

A cepa da levedura C. albicans estudada apresentou sensibilidade a todos os
ativos, exceto aos antifungicos triazodlicos Itraconazol e Fluconazol (Tabela 10A). O
mecanismo de resisténcia de leveduras ndo estdo totalmente elucidados e podem
representar uma sele¢cdo bastante inespecifica contra a permeabilidade da membrana
a esses farmacos (Fotos; Vincent; Hellstein,1992). Diferentemente dos dados aqui
encontrados, pesquisas cientificas relatam o desenvolvimento de resisténcia cruzada
de C. albicans a varios imidazois, como cetoconazol, clotrimazol e miconazol (Holt;
Azmi,1978) (Tabela 10A). Estes resultados sdo clinicamente imprescindiveis para
enfatizar a necessidade de um diagnostico micolégico adequado, incluindo o
antifungigrama e delineamento do tratamento antifGngico com azois assertivos.

Apesar da média do halo de inibicdo com OEM ser menor, ndo houve diferenca
significativamente em relagdo aos antifungicos como micronazol, cetoconazol,
clotrimazol e nistatina, mostrando que o OEM possui atividade antifingica. Sugere-se
gue o efeito fungitoxico, se deve ao ativo Terpinen-4-ol que esta presente em 30-40%
da composicdo do OEM, sendo o componente que detém a principal atividade
antimicrobiana, pois induz perda da membrana, interferindo na integridade e fisiologia
bacteriana (Carson; Hammer; Riley, 2006).

As concentracfes estudadas de 1, 2 e 5% de OEM é mais a segura e indicada
na literatura como a faixa de concentracédo inibitéria minima (CIM, ou seja, a menor
concentragdo do agente antimicrobiano capaz de inibir o desenvolvimento do
microrganismo) contra 0s agentes microbianos mais comuns em onicomicose,
podendo variar de 0,5 a 5% em formulas magistrais (Flores et al., 2013; Garcia, 2003).

Muitos artigos cientificos avaliando a fungitoxicidade do 6leo de maleluca, vem
de encontro com achados deste trabalho, pois demonstraram amplo espectro de acéo
antibacteriana, com efeito bactericida in natura e bacteriostatico em baixas
concentracbes (Kwiecinski; Eick; Wojcik, 2019; Wilkinson; Cavanagh, 2005) bem
como acgdo fungicida/fungitastico (Oliva, 2003; Traboulsi; Mukherjee; Ghannoum,
2007) e antiviral (Oliva, 2003).

O dermatéfito T. rubrum foi sensivel a todos os padrdes de antifingicos

testados (antifungigrama) e também apresentou sensibilidade ténue ao OEM, em
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especial as concentragcdes maiores (2 e 5%) (Tabela 10B), provavelmente devido a
evaporacao do 6leo dentro da estufa microbioldgica. Vale ressaltar que o T. rubrum
demanda de um tempo de incubacdo maior do que para leveduras, pois o dermatofito
produz esporos, que sdo estruturas de reproducdo que permitem a propagacgao do
fungo. Assim, surgiu a preocupacao da evaporacdo do OEM devido ao periodo
prolongado na estufa em um ambiente relativamente quente e que propiciou a
volatilidade do éleo, com perda da funcéo fungitdéxica, o que promove novamente a
reflexdo de desenvolver nanoestruturas para encapsulamento do OEM (Flores, 2011).

Tabela 9- Antifungigrama e Hidrogel com OEM (1, 2 e 5%) contra C. albicans e T.

rubrum nos agar Sabouraud (A e B) e agar Mycosel (C e D)

A
Mycosel+ OEM OEM OEM Mico Ceto Clot Itra Nist Fluc
C. albicans 1% 2% 5%
1 9,0 9,0 14,0 15,0 17,0 15,0 0 220 0
2 11,0 8,0 7,0 13,0 22,0 12,0 0 13,0 0
3 8,0 8,0 8,0 10,0 20,0 10,0 0 18,0 0
M 9,3 8,3 9,7 12,7 19,7 123 o* 17,7 0*
EP 0,9 0,3 2,2 14 14 14 0 26 0
B

Mycosel+ OEM OEM OEM Mico Ceto Clot Itra Nist Fluc
T. rubrum 1% 2% 5%

1 8,0 13,0 14,0 35,0 40,0 40,0 40,0 26,0 40,0
2 12,0 12,0 11,0 32,0 30,0 50,0 40,0 30,0 40,0
3 0 0 8,0 40,0 40,0 30,0 0 28,0 0
M 6,7 8,3 11,0 35,7 36,7 40,0 26,7 28,0 26,7
EP 3,5 4,2 1,7 23 33 58 133 1,1 133

A) ndo houveram diferenca significativa entre as concentra¢des de OEM (*p<0,05 quando comparado
com as demais). B) ndo houveram diferenga significativa entre as concentracées de OEM. Legenda
dos antifungicos: Mico: miconazol; Ceto: cetoconazol; Clot: clotrimazol; Itra: itraconazol; Nist: nistatina
e Fluc: fluconazol. M; média. EMP: erro padrdo da media. Unidade de medida: milimetro (mm).

Fonte: Préprio autor

A sensibilidade demonstrada pelo T. rubrum a todos os antifingicos azolicos
testados (imidazoéis: miconazol e cetonazol; triazois: itraconazol, fluconazol,
voriconazol; Figura 17) se deve a um mecanismo de agdo comum desses farmacos:
previnem a sintese de ergosterol, o principal componente de esterol das membranas
plasmaticas fungicas, por meio da inibicdo da enzima lanosterol 14-a-desmetilase
dependente do citocromo P450 fangico (Laurent; Monod, 2017; Odds; Brown; Gow,

2003). A deplecao resultante de ergosterol e o acumulo concomitante de precursors
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14-a-metilados interferem na funcéo principal do ergosterol nas membranas flungicas
e alteram tanto a fluidez da membrana quanto a atividade de diversas enzimas ligadas
a membrane (por exemplo, quitina sintase). O efeito é a inibicdo do crescimento e da
replicacdo fangica. Além disso, varios outros efeitos secundarios, como a inibicdo da
transformacdo morfogenética, diminuicdo da aderéncia fungica e efeitos toxicos
diretos sobre os fosfolipidios da membrana (Laurent; Monod, 2017).

Similar ao desenho experimental e achados, Laurent e Monod (2017) testaram
padrbes de antifungicos (antifungigrama) com T. rubrum e concluiram que
associacOes de diferentes inibidores da biossintese do ergosterol (amorolfina +
sertaconazol ou sulconazol), atuando em alvos diferentes potencializaram o efeito

antifangico.
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Figura 16- Antifungigrama e Hidrogel com OEM (1, 2 e 5%) contra C. albicans e T.
rubrum nos meios de cultura sélido: 4gar Sabouraud (A e B) e agar Mycosel (C e D)

Antifingicos e Hidrogel com OEM 1 -2 - 5%

Sabouraud

Mycosel

Candida albicans Trichophyton rubrum
A) 4gar Sabouraud com C. albicans: OEM 5%. B) 4gar Sabouraud com T. rubrum. C) agar Mycosel
com C. albicans. D) agar Mycosel com T. rubrum. Legenda dos discos: 1. OEM 1%. 2. OEM 2%. 3.
OEM 5%. 4. Quitosana. 5. Miconazol, 6. Cetoconazol, 7. Clotrimazol, 8. Itraconazol, 9. Nistatina, 10.
Fluconazol.

Fonte: Préprio autor

Como forma de complementar os resultados obtidos nos antifungigramas de C.
albicans e T. rubrum, as amostras de hidrogel com OEM (1,2 e 5%) foram incubadas
em caldo Sabouraud e analisada a turbidez do meio de cultivo, conforme mostrado na
Figura 18A. Resultados estes que corroboraram com os testes de senbilidade com o
OEM, demonstrando que o crescimento do dermatéfito T. rubrum nao foi inibido em
contato com o0 OEM na menor concentragao (1%), mas foi inibido nas concentracdes
superiores (2 e 5%) (Figura 18A), e que este fungo foi sensivel os todos os padrdes
de antifungicos testados (Figura 19B), fato este que se deve a inibicdo da sintese do
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ergosterol, principal componente da membrana plasmatica fangica, que resulta em
deplecdo do crescimento e replicacdo do fungo. A turbidez negativa para as
concentracdes maiores de OEM (2 e 5%) pode ser tratar de caldo, um meio de cultura
liguido, onde a evaporacao do OEM néo ocorre ou é parcialmente impedido, portanto
com efeito inibidor do crescimento, o efeito antifingico do 6leo € mais efetivo e
duradouro, corroborando com os achados de Flores (2011).

Do modo semelhante, para a levedura C. albicans, o teste de turbidez também
foi positivo para OEM a 1% e negativo para as demais concentragdes (Figura 18B).
Ja com os experimentos realizados com os padrdes de antifingicos, a levedura se
mostrou resistente aos antifungicos Itraconazol e fluconazol (figura 19B). Esses testes
de turbidez positivos mostraram uma equivaléncia de 3 bilhdes de microorganismos

por mL de meio (30X10%) pela escala nefelométrica de Mc Farland.

Figura 17- Teste de Turbidez: Caldo Sabouraud cultivado com T. rubrum e C.
albicans.+ OEM 1%, 2 % e 5%

Teste de turbidez: caldo Sabouraud cultivado com T. rubrum (A) ou com C. albicans (B) + OEM (1, 2 e
5%). Da esquerda para direita: A) Controle C. albicans, OEM 1% + C. albicans, OEM 2% + C. albicans,
OEM 5% + C. albicans. B) Controle T. rubrum, OEM 1% + T. rubrum, OEM 2% + T. rubrum, OEM 5%
+ T. rubrum.

Fonte: Préprio autor
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Figura 18- Teste de Turbidez: Caldo Sabouraud cultivado com T. rubrum e C.

Teste de turbidez: caldo Sabouraud cultivado com C. albicans ou com T. rubrum. Da esquerda para
direita: A) antifingicos Clot, Fluc, Mico, Nist, Itra, Ceto, controle C. albicans, B) antifingicos Clot, Flu,
Mic, Nist, Itra, Ceto, controle T. rubrum, frasco 10 da escala de Mc Farland;

Legenda dos antifingicos: Mico: miconazol; Ceto: cetoconazol; Clot: clotrimazol; Itra: itraconazol; Nist:
nistatina e Fluc: fluconazol

Fonte: Préprio autor.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, o presente estudo demonstrou que a
incorporacdo de Oleo essencial de Melaleuca em matrizes poliméricas de
hidroximetilcelulose (HPMC) e quitosana resultou na formac¢do de um hidrogel para
aplicacao topica no tratamento da onicomicose. As analises espectroscopicas por
FTIR do hidrogel com OEM apresentou bandas caracteristicas de seus componentes
majoritarios e mostrou que nao houve interacao quimica entre os componentes, sendo
isto importante para garantir a liberacdo do OEM. As andlises térmicas (DSC e TG)
revelaram alteracfes nos perfis de degradacao e transi¢cao térmica dos biopolimeros
apos a adicdo do 6leo essencial, sugerindo uma modificacdo estrutural compativel
com a formacao de um sistema estavel.

Do ponto de vista microbioldgico, o hidrogel apresentou atividade antifingica
frente as cepas de Candida albicans e Trichophyton rubrum, microrganismos
comumente associados a onicomicose. Tais resultados indicam que a formulacao
desenvolvida possui capacidade de inibir o crescimento fungico, o que reforca o
potencial terapéutico do sistema proposto. Além disso, a escolha de materiais naturais
como a quitosana e o 6leo essencial de Melaleuca, esta alinhada com a demanda
atual por produtos sustentaveis e seguros para aplicacbes farmacéuticas. A
combinacdo das propriedades filmogenas, atividade antimicrobiana e estabilidade
térmica sugere que o hidrogel desenvolvido constitui uma alternativa promissora para
o tratamento topico de infec¢cdes ungueais, especialmente em contextos onde a
resisténcia a antifingicos convencionais representa um desafio clinico. Contudo,
ressalta-se a necessidade de estudos complementares, incluindo ensaios de liberagao
do ativo, testes de permeacao ungueal e avalia¢des in vivo, a fim de validar a eficacia
e seguranca da formulacdo em condi¢cdes mais proximas da aplicacéo clinica. Assim,
os achados desta pesquisa fornecem uma base sdélida para o avanco do
desenvolvimento de sistemas topicos inovadores e bioativos no campo da terapéutica

antifungica.
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ANEXO A — CERTIFICADO DE ANALISE OLEO ESSENCIAL MELALEUCA

DownUnder
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CERTIFICATE OF ANALYSIS

100% Pure Australian Tea Tree Oil
(Melaleuca alternifolia)

Lab Results Received Date:
Batch No:

Scientific Name:

Country of Origin:
Extraction Method:

INCI:

Appearance:

Odor:

Physical Analysis:

June 2019

MA01002MPB

Melaleuca alternifolia

100% Australian

Steam distilled (water)

Melaleuca Alternifolia (Tea Tree) Leaf Oil
Clear, colorless to yellow mobile liquid
Warm, spicy, earthy, Characteristic

COMPONENT RESULT TEST METHOD
Specific Gravity 0.892 Ph.Eur2.2.5
Refractive Index 1.4774 PhEur226
Optical Rotation 977 PhEur227
Major Chemical Constituents:
RESULTS
COMPONENT TEST METHOD
Area %
a-Pinene 231 ARL-TM101-3
o i\\ Sabinene 0.77 ARL-TM101-3
ECOCERT -
Mvrveest a-Terpinene 10.04 ARL-TM101-3
COSMQOS Limonene 0.89 ARL-TM101-3
APPROVED p-cymene 225 ARL-TM101-3
1,8 Cineole 232 ARL-TM101-3
y-Terpinene 20.18 ARL-TM101-3
a-Terpinolene 3.54 ARL-TM101-3
Terpinen-4-ol 39.65 ARL-TM101-3
a-Terpineol 2.81 ARL-TM101-3
Aromadendrene 1.34 ARL-TM101-3
Ledene 1.08 ARL-TM101-3
8-Cadinene 1.26 ARL-TM101-3
Globulol 0.25 ARL-TM101-3
Viridiflorol 0.18 ARL-TM101-3
AECSTERED COMPANY
Down Under Enterprises International Pty Ltd Down Under Enterprises, Inc.
19A Boundary Street 17820 Englewood Dr. Unit 14
Darlinghurst, NSW 2010, Australia info@DownUnderEnterprises.com Cleveland, OH 44130 USA
Australia Phone: +61 2 9539 7801 www.DownUnderEnterprises.com US Toll Free: +1 866 473 6560
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ANEXO B - LISTA DE ALERGENICO

DownUnder

enterprises

Fragrance Trade Name:

INCI Name:

CAS #:

ALLERGENS STATEMENT

100% Pure Australian Tea Tree Oil
(Melaleuca alternifolia)

Melaleuca Alternifolia (Tea Tree) Leaf Qil

85085-48-9 and 68647-73-4

We confirm that the 100% Pure Australian Tea Tree Qil supplied by Down Under Enterprises International
Pty. Ltd. contains 1 of the 26 allergen ingredients as defined in the Cosmetics Products Regulation (EC)

1223/2009:
Ingredient CAS# Direct % Natural % Total %
Amyl cinnamal 122-40-7 0.0% 0.0% 0.0%
Benzyl alcohol 100-51-6 0.0% 0.0% 0.0%
Cinnamyl alcohol 104-54-1 0.0% 0.0% 0.0%
Citral 5392-40-5 0.0% 0.0% 0.0%
Eugenol 97-53-0 0.0% 0.0% 0.0%
Hydroxy-citronellal 107-75-5 0.0% 0.0% 0.0%
Isoeugenol 97-54-1 0.0% 0.0% 0.0%
Amylcin-namyl alcohol 101-85-9 0.0% 0.0% 0.0%
Benzyl salicylate 118-58-1 0.0% 0.0% 0.0%
Cinnamal 104-55-2 0.0% 0.0% 0.0%
Coumarin 91-64-5 0.0% 0.0% 0.0%
Geraniol 106-24-1 0.0% 0.0% 0.0%
Hydroxy-methylpentylcyclohexenecarboxaldehyd 31906-04-4 0.0% 0.0% 0.0%
Anisyl alcohol 105-13-5 0.0% 0.0% 0.0%
Benzyl cinnamate 103-41-3 0.0% 0.0% 0.0%
Farnesol 4602-84-0 0.0% 0.0% 0.0%
Propionald-hyd 80-54-6 0.0% 0.0% 0.0%
Linalool 78-70-6 0.0% 0.0% 0.0%
Benzyl benzoate 120-51-4 0.0% 0.0% 0.0%
Citronellol 106-22-9 0.0% 0.0% 0.0%
Hexyl cinnam-aldehyd 101-86-0 0.0% 0.0% 0.0%
d-Limonene 5989-27-5 0.0% 0.5% -1.5% 0.5% - 1.5%
Methyl heptin carbonate 111-12-6 0.0% 0.0% 0.0%
Alpha-isomethyl ionone 127-51-5 0.0% 0.0% 0.0%
Oak moss and treemoss extract 90028-68-5 0.0% 0.0% 0.0%
Treemoss extract 90028-67-4 0.0% 0.0% 0.0%

Name:

Matthew Rafter
Title:  Logistics & QA Coordinator
Date: January 2020

Down Under Enterprises Intemational Pty Ltd
19A Boundary Street

Darlinghurst, NSW 2010, Australia

Australia Phone: +61 2 9539 7801

Down Under Enterprises, Inc.
17820 Englewood Dr. Unit 14
info@DownUnderEnterprises.com Cleveland, OH 44130 USA

www.DownUnderEnterprises.com US Toll Free: +1 866 473 6560
VERSION 3



ANEXO C — CERTIFICADO ANALISE HIDROXIPROPILMETILCELULOSE
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CERTIFICADO DE ANALISE
6(2h [0 ko,

Insumo: Hpmc(Hidrdxipropilmetilcel)
Lote Interno: 24F17-B008-200274 Lote do Fabricante: 20221143
Data de Fabricagio: 26/11/2022 Data de Vencimento: 25/11/2025
Origem: China Procedéncia: Hong Kong
Data da Anilise: 18/07/2024 Nimero da Ordem: 200274
Condigbes de
Armazenamento: Temperatura Amblente - Manter ao Abrigo da Luz
CAS:  9004-65-3 | DcB: 04736 DCl: HYPROMELLOSE
Férmula Molecular: | C3H802.xCH40 x Peso Molecular: ] 318,233
Testes Especificacdes Resultados Unidade Referéncia
Descrigdo* P granular ou fibroso, branco a ligeiramente Conforme USPNF 2024
esbranquicado.
Solubilidade* Insolivel em dlcool desidratado, em éter e em Conforme USPNF 2024
cloroférmio; Intumesce em 4gua e produz uma
mistura coloidal viscosa clara a opalescente.
Identificagdo® A: O material em p6 agrega-se a superficie. Conforme USPNF 2024
Identificagdo* B: 0 liquido resultante é uma solug3o limpidaou | Conforme USPNF 2024
ligeiramente turva com espessura dependente
do grau de viscosidade.
Identificagdo® C: Inicialmente desenvolve-se uma cor vermelha | Conforme USPNF 2024
que muda para roxo em 100 minutos.
Identificagdo® D: Um filme firme e claro se forma na ldminade | Conforme USPNF 2024
vidro.
Identificagdo* E: A temperatura de floculagdo é superior a 50°C. | Conforme USPNF 2024
Perda por dessecagdo* <=5,0% (1g/ 1059C/ 1 hora) 2,0100 % USPNF 2024
Residuo por ignigdo <=15 0,7000 % USPNF 2024
pH (10%)* 5,8 - 8,0 (Solugdo 2%) 6,31 USPNF 2024
Viscosidade 4,0-6,0 4,7000 mPa.s USPNF 2024
Hidroxipropoxi (CG) 7,0-12% 8,8000 % USPNF 2024
Metéxi (CG) 28,0 - 30,0% 29,2000 % USPNF 2024
Testes microbiolégicos 3
Contagem total de bactérias® <= 1000 <10 ufc/g Fabricante
Fungos e leveduras* <= 100 <10 ufc/g Fabricante
Escherichia coli* Negativo Negativo Fabricante
Testes adicionais =
Densidade aparente* Informativo (Sem compactagdo) 0,72 g/mL MG FB - VI
Atividade de dgua* <=0,6 0,4394 aw MG-FQ/149

* Resultados obtidos em andlises realizadas no laboratério de Controle de Qualidade SM EMPREENDIMENTOS
FARMACEUTICOS LTDA. Os demais foram transcritos conforme certificado de andlise do fabricante.

Conclusio  APROVADO

B e e Arsnste f, Womume
- F machutico Rasponsdves
Amanda R. Vi
JoBo Paulo Sartin Mendes CRF-SP: N° 50,836
CRF-GO: N° 7,355 Fagron Distridution Braxd
Fagron Services Beasi '&7:: (11) 51864340




ANEXO D - CERTIFICADO DE ANALISE POLIETILENOGLICOL

SM EMPREENDIMENTOS FARMACEUTICOS LTDA

CERTIFICADO DE ANALISE

5585 2k
Insumo: Polietilenoglicd 400
Lote Interno: 24D16-B016-207201 Lote Fabricante: TQ-950-26038469W231119
Data de Fabricagdo: 19-11-2023 Data de Validade: 18-11-2025
Origem: Brasil Procedéncia: Brasil
Data de Analise: 26-04-2024 Orde'm de 207201
Fracionamento:
Condigoes de ;
Armiazenaments: Temperatura Ambiente
DCB: 05474 DCI: MACROGOL
CAS: 25322-68-3 Peso Molecular: -
Férmula Molecular: (C2H40)xH20
Testes Especificacoes Result Unidade Referénci
Descrigio * Liquidp viscoso, tran_sparenle a ligeiramente
turvo, incolor ou praticamente incolor,
ligeiramente higroscépico, com um leve odor Gonforme: USPNF - 2023
caracteristico.
Densidade relativa * Em torno de 1,12 1,10 g/mL USPNF - 2023
Residuo por ignigao <=0,1 0,1 % USPNF - 2023
Limite (CG) Oxido de etileno livre <= 10 1 uglg USPNF - 2023
Limite (CG) 1,4-Dioxano <= 10 1 uglg USPNF - 2023
Limite (UV) L?mile de gtilenoglicol (monoetilenoglicol) e 0.18 % USPNF - 2023
dietilenoglicol <= 0,25
pH* 4,5-7,5 (Solugéo 5%) 6,22 USPNF - 2023
Viscosidade 6.8-80 75 cSt USPNF - 2023
Comp}etude e corda A solugdo € incolor e limpida. Conforme USPNF - 2023
solugao
Peso molecular médio 380 - 420 405 g/mol USPNF - 2023
Testes adicionais
o o . mg )
Indice de hidroxila 267 - 295 277 KOH/g Fabricante
. . - mg .
Indice de acidez <=0,5 0,0 KOH/g Fabricante
Umidade <=0,2 0,1 % Fabricante

* Resultados obtidos em analises realizadas no Laboratério de Controle de Qualidade SM EMPREENDIMENTOS FARMACEUTICOS LTDA. E os demais

foram transcritos conforme certificado de analise do fabricante.

Conclusao:

Aprovado

Reprovado

X)
()
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ANEXO E — CERTIFICADO DE ANALISE PROPILENOGLICOL
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R CERTIFICADO DE ANALISE
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S(s8 5 2 fe
Insumo: Propilenoglicol - Usp
Lote Interno: 24110-8B002-205829 Lote do Fabricante: KH8053PU2D
Data de Fabricagdo: 05/08/2024 Data de Vencimento: 04/08/2026
Origem: Coreia Do Sul Procedéncia: Brasil
Data da Anilise: 10/01/2025 Nimero da Ordem: 205829
:’:;:'::::n‘::nm: Temperatura Ambiente - Manter ao Abrigo da Luz
CAS:  57-55-6 | DCB: 07455 DCl: -
Férmula Molecular: | c3Hgo2 Peso Molecular: | 76,0942
Testes Especificagoes Resultad Unidad Referéncia
Descrigdo* Liquido viscoso, limpido, incolor, praticamente Conforme USPNF 2024
inodoro.
Solubilidade* Miscivel com dgua, acetona e cloroférmio; Conforme USPNF 2024
Soluvel em éter; Imiscivel em éleos fixos.
Identificagao® A: IV - O espectro da amostra estd de acordo Conforme USPNF 2024
com o do padrédo.
Identificagdo C: CG - O tempo de retencdo do pico de Conforme USPNF 2024
propilenoglicol na amostra corresponde ao
padrdo.
Umidade* <=0,2 0,1900 % USPNF 2024
Residuo por igni¢do* <=3,5 1,70 mg USPNF 2024
Cloreto* <=70 <70 ppm USPNF 2024
Sulfato* <=60 <60 ppm USPNF 2024
Acidez* Nio mais que 0,20 de NaOH 0,1N é requerido. 0,1 ml USPNF 2024
Densidade relativa® 1,035 - 1,037 1,036 g/mL USPNF 2024
Testes adicionais -
Ferro <=0,1 0,02 ppm Fabricante
Cor (APHA) <=10 2,0000 APHA Fabricante
1BP >= 186 186,2000 DegC Fabricante
opP <= 189 187,4000 DegC Fabricante
EG <=0,0015 0,0000 % Fabricante
DEG <=0,0015 0,0000 % Fabricante
Teor >=99,8 99,99 % Fabricante
Impureza Elementar <=1 <10 ppm Fabricante

* Resultados obtidos em analises realizadas no laboratério de Controle de Qualidade SM EMPREENDIMENTOS

FARMACEUTICOS LTDA. Os demais foram transcritos conforme certificado de analise do fabricante.

Conclusdo

APROVADO

b

—_— - F imeciutico Responsave.

Farmacéctico R avel

Joke Paulo Sartin Mendes

CRF-GC: N° 7.355
Fagron Services Brasil

R
CRF-SP. N° 50.836
Fagron Distrisution Brazil
SAC: (11) 5135-4340



ANEXO F — CERTIFICADO DE ANALISE ALCOOL ISOPROPILICO

IS0
{
& ;
DEPARTAMENTO DE CONTROLE DE QUALIDADE FAB.: 13/08/2024
VAL. : 13/08/2025
BOLETIM TECNICO origem :
Cliente PEDIDO 1066114 PHITO FORMULAS - NUCLEO DE PESQUISA FARMACEUT SYNTH
PRODUTO Lote Fabricante :
ALCOOL ISOPROPILICO U.S.P. 35 e
LOTE FORMULA P.M. CHAVE AUTENTICIDADE
272762 C3HgO 60,10 |YZDAY-ABZQN-FICAL-AERZZ
TESTES LIMITES RESULTADOS

01 CARACTERISTICAS 1lig.limpido, incolor, odor préprio De acordo
02 IDENTIFICAGAO Positiva Positiva
03 ACIDEZ Passa o teste ¥
04 DENSIDADE / 25°C 0,783 - 0,787 0,7831
05 INDICE REFRAGAO / 20°C 1,376 - 1,378 1,3780
06 RESIDUO DE EVAPORAGAO méx. 0,005% 0,0006%
07 TEOR (C.G.) min. 99,0% 99,97%
DATA EMISSAO ANALISTA RESPONSAVEL RESULTADO
07/10/2024 AMANDA IZILDA MORELLI - CRF/SP 9371 APROVADO

CERTIFICADO EMITIDO VIA SISTEMA INTEGRADO COM APROVAGAO ELETRONICA
Pagina 01 de 01

LABSYNTH PRODUTOS PARA LABORATORIO LTDA

Av, Dovior Ulysses Guimardes, 3857 - Vila Nogueira - iadema - SP - CEP 09990-080 - Tel (11140726100 - Fax - G,N,B.J, 5146247100152
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ANEXO G — SENSIFUNGIDISC — DISCOS DE SENSIBILIDADE FUNGICA PARA
ANTIFUNGIGRAMA

INSTRUCOES DE USO
=2, CECON. Sensifungidisc

1- Seasifungidisc - Cecon

Discos de para
2- Finalidad
S método  da difusio em agar rds do Sosh i
é cgado no ério para dar ao médico uma orientaglo terapdutica “in viuwo™
3- Descrigio do principlo de aclio.
S antifungigrams segue © método de Kirby 1 Sosa - e e Py
© que =30 aplicados sobre supecrficies de agar inoculados com os
=y _ Estas placas cm | o
inibindo ou nio © 2
4 R dos componentes ¢ apr s
i L e de A butilica reversfvel
Pmmm_ a entrada de ar © dade) ¢ 20 di de papel (him 6,35 mm) impregnados
com antifG na s
s FC S - Fluorocitosina 1 mcg CTR Clotrimazol SO mcg
S s o L L
B mocg meg
NY Nistatina 100 UL FLU Fluconazol 25 mcg
EC Econazol 50 mcg 1cz Itraconazol 10 mcg
S- L de dals paraar dol-t.-l.m-d‘d os.
=  Mecios do YMA, Casi < Agar g i
- Placas de Petri, tubos io, swabs, odas
- Pinga, alga de platina ¢ bico do Bunsen. -
- Tubo 0,5 da ala dc d para da turbi
- Estufa de cultura a 35 -37°C.
- Régua ou pagquimetro.
6- C de ar to e transporte.
o.fn-.co.gn-o ser dos cm geladeil
O a e a “-
idadec de gelo-
ir OS

mei-af-nme-x-d.
dos unloﬁxfdlo

ApSs a
nﬁmb”“m—m
7- Descrigiio das pre e dados no do pr
- s para uso Gstico “in vitro™.
- mwmwhuhmw.—-mﬂuo-w
- Usar luvas ¢ al: for o pr
- Lavar as m3os antcs ¢ apds © manuscio do produto.
- N3o pipctar com a boca.
- Evitar <3 biana dos 1 os
- Usar pip das c com filtros.
- Trabalhar scrapre | 3 ao bico de Bunscn.
- NZo usar o produto com a data wvalidade vencida.
- Este M#mmmwmlwwwwdoﬁnu
qualificado ou pelo
- A a 12|‘c|vwmnu todo o 1 = no teste ©
i < i % 1z B
B e desinfoccio do local de trabalho usilizar qual ® =
o -y propllico 63 — 5% irics de ambnio, fenol a 0,5 —
5,07, ctc. [ £,
8- Or - com a ost
- A amostra bioldgica poderd sor mmus -‘—“‘ ‘—“‘ de pele, pilo, pus
< g o poli 3 L o i
LCR., ctc..
- Tanto para a colcta como para cio & is d T4 ser ério o uso de
luvas © dhar com o de culdado possivel..
- wmlmmim no cxame doverSo ser esterilizados antes do
descartc.
> A iai Svees ser doa na col de lixo 1al
9. Metodologia
9.1 o antifungigrama *
qu_umdnzﬁ(') do fu do, cm com Reti
mammam.m—naw <n =i uma 3
cocnlO‘Ll—‘C potm!. 3
através da ocu do a tusr do com
ouﬁoosd-—cdndeml-‘-'l-d.
r..-—‘:-v-m.’-ﬂrm.h&owmw 10’ UFC/ml,
_‘M‘_* lsx”—e_”-l,do casitone complexo ou MHA
(para ou YMA (**)
““"‘"""“"""“"'m:.
3) Pox saficgace: utiliza:n = © com um swab cstéril semecar a placa toda.
como no
b) Por inundacio: S mil da do 35 "1 wverter placa; o excesso
dovera Mwmwonl’a—-w-&u. 3 e ”
Deixar a placa com o indculo em por 15
Col o8 da sendo miximo trés discos por
dcixando as pl por 30 ma a i m-.n'—
A as placas que VA0 para a cstufa (%) .
Os halos de inibig3o sSo Lidos com régua ou c o o ser "
com os da tabela 1.
(o)-TABEI_AI
INOCULO INCUBACAO
Fungo Cultura Suspcnalo Temperatura Tempo
Candida 24h 10° UFC/mL 37°C
Torulopsis 24h 10° UFC/mlL 37°C 24h
Cryptosoccus 4sh 10* UFC/ml. Asmbicnte 48n
Aspsrgillus Esporuladas
e 5 10°* UFC/mI. 3:"‘: 24h

(o-)-o—dol' i Compl é para tostar os imidazSis ¢ policnos.
& owmﬂw“mmmomam.m-.—w
= p--.at-clindw policnos
© meio YMA ¢ utilizatlo para testar os 5-FC (5 Fluorocitosina).




TADEI A I

B Scnaivel
3= S rCc { 1 mcs >”;° 1.56 - 25 Intcrmedisrio
Fluorocitoaina 20 - . =
S =10 > Resistente
ke = =3 Intermodisnio
Anfotericina B AB 100 mcg = 10 =1
: -~
= 10 == =g
Y 10 TR = =32 Recsistents
]
Scmafvel
Intcrmedisrio
nc Resistentc
.
CTIR

o 1.1.1 Aspecto Visunl
Obscrvar a cor da silica gel gque doeverd cstar arul.

arma utili zando algumas copas padirScs tais COMO: Aspergtiics
albicans. Condida porapsiiosts Coarndsda Cprtzles, Candida glabata,
R la raabra, Trich neres & 4, et .
e comn os o < - dos ta dos h
comn o da tabela .
Descrigiio das caracteristicas de do pr
os <& < <Basgs . &

s Shesvis, J. ©. and Twck, M — Ansibictic

Amer. J. Clin. Path 45:493-6, 1966
A 3 ~. Escyclopodic <t
doa Ch anxm A Bull Soc.
ac 1 e R au Groupe o
NesSicale, Bull. Scoc. Fr. Mycol. Ned , 1951, 10, 131 -
et cols. ~A ctation <t choix 4 umc
s ¥ R gic Cling Desaville, 28-30
- S =y
D - -F role disk diffiusson i
.l . sopt 1996, p 2158~ 2157,
.5 N Melhomm, M S C. - ~“Susceubilidads = x
dc Infoectaologia do Conc-Sul - Paulo - Cutubro 1998
Eaalc > — M43 — ¥, 2009,
Sow A sk D4 Suscep T of Yeocaats,
%’
Sormonto para uso diagadstico “in vimo™ i
Servigo do Atcndemonto &:-? -SAcC
Fone (O11) 37436348 34 . ,
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ANEXO H- ESCALA NEFOLOMETRICA DE MC FARLAND

FIPES ——

I’ ! v
PROBAC DO BRASIL

ESCALA NEFELOMETRICA DE MC FARLAND
NEFELOBAC

Indicagoes:

A escgla nefelométrica de Mc Farland é o padric de turvagéo mais frequentemente utiizado nos
laboralérios de microbiologia, para determinar a irtensidade da mulliplicagdo em melos de cultivo
liquidos. N ;

Ezta multipicagio se manifesta nos meios liquidos 4cr um aumento das particulas (bactérias) que se
opdem a livre passagem da luz, provocando turvag&o ou opacidade no meio. Quanto maior o numero de
bactérias, maior sera a opacidade do meio de cultura.

Caracteristica dos componentes: 3

O NEFELOBAC é preparado de acordo com a formuia nefelométrica de Mc Farland. Consiste em uma
série de 11 tubos numerados de 0,5 a 10, com diferentes quantidades de cloreto de béro e &cido
sulfdrico para se obter diferentes concentragGes de sulfato de bério, que correspondem a diferentes
contagens bacteriana. A equivaléncia destas contagens esta expressa na tabela abaixo:

Tubore 09 1 2 3 4 1s 6 7 8 9 10

REMDIOK. - jx4 B8 9. 42 e - daoga s 24 2w A

Assim c tubo n° 5 correspande a 150 milhdes de baciérias por mlL de meio e 0 tubo n° 10 corresponde a
\ >

3 bilthGes de bactérias por mL de meio.

’

Procedimento:

Comparar a olho nu os tubos de NEFELOBAC com o fubo de cultura bacteriana. Anles, agitar
vigorosamente os tubos do NEFELOBAC, pois em reouso o sulfato de bario tende a preclpltar. Também
homogeneizar o tubo com a cultura bacteriana, para fer uma suspensgo (turvagao) uniforme.
Recomendamos fazer as leituras comparativas dos tubos, colocando-os contra um lexto impresso, de
{orma ‘que a maior ou menor claridade das letras vistas através dos tubos indique maior ou menor
urvagao. !

Observagao: Nao romper o lacre, abxir o frasco ou transferir para outro recipiente, pois tal prética ndo
assegura transferéncia e manutengéo da correta concentraczo de sulfato de bario.

Precaugdes: Apés a validade deve ser descartado conforme as recomendagées vigentes para residuos
de servigos de sadde. ( .

Apresentagae: Caixa com 11 frascos.
Conservagio: Manter o produto em temperatura ambiente (10°C-30°C).
Validade: 12 meses.

Referéncias Bibliograficas: i) 13
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