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DE CANABIDIOL E AVALIACAO IN VITRO DO OLEO EM CEPA ATCC

Vitéria Ferreira Borges de Lima, Daniela Frances Costa Moura, Jucilene
Aparecida Alves dos Santos, Tarcisio Liberato de Souza Junior, Sénia Khouri
Sibelino, Matheus Salgado de Oliveira.

Universidade do Vale do Paraiba/Centro de Diagnéstico Laboratorial da UNIVAP, Avenida Shishima
Hifumi, 2911, Urbanova - 12244-000 - S&do José dos Campos-SP, Brasil,
vitoria.ferreiraa26 @gmail.com, matheus.salgado@univap.br.

Resumo

Por séculos, a humanidade tem recorrido aos cosméticos para aprimorar sua imagem, para higiene e
zelar pela saude. O objetivo do trabalho foi desenvolver e analisar as propriedades do sabonete liquido
produzido com 6leo essencial de Canabidiol por meio de pardmetros organolépticos e ensaios fisico-
quimicos e analisar o potencial microbicida do 6leo sobre cepa padrdo ATCC de Staphylococcus aureus
(6538) para determinar a CIM (Concentracao Inibitéria Minima) e CBM (Concentracao Bactericida
Minima). Para o sabonete 50 ml da base liquida Régia® e 5 ml de 6leo essencial de Canabidiol
Sparoom® foram misturados mecanicamente e ap6s agitado num vortex Quimis® por 2 minutos. O
produto foi avaliado conforme o Guia de Controle de Qualidade de Produtos Cosméticos da ANVISA.
Para a analise microbioldgica foi preparada a solugdo de 6leo essencial de Canabidiol com 950ul de
6leo essencial com 50yl de Dimetilsulféxido, adicionados em um microtubo de 1,5ml. O ensaio foi
conduzido em placa de 96 pogos. As analises forneceram informag8es para futuras abordagens acerca
do potencial microbicida e estético do sabonete liquido a base de dleo essencial de Canabidiol.
Palavras-chave: Sabonete, Canabidiol, Microbicida.

Area do Conhecimento: Biomedicina.
Introducéo

Desde tempos pré-historicos, a humanidade tem recorrido aos cosméticos para realcar a sua
aparéncia e cuidar da pele. Entre as grandes civilizagfes da Antiguidade, o Egito Antigo emerge como
uma influéncia de destaque no universo dos cuidados estéticos. Eles recorriam a componentes obtidos
a partir da extracéo de recursos vindos de plantas, animais e minerais (Peyrefitte; Martini; Chivot, 1998;
Minto et al., 2020).

A principal finalidade do sabonete é simples e fundamental: limpar a pele, libertando-a das
impurezas e sujeiras acumuladas. Essa atividade, que no presente consideramos uma prética rotineira,
desempenha uma fungéo primordial na preservacao da salude e na promog¢éo do bem-estar (Neto; Del
Pino, 1997; Minto et al., 2020; Pires et al., 2021). A medida que avangamos no século XXI, vemos a
incorporacdo de inovacdes de vanguarda na industria da cosmetologia com a integracdo de
ingredientes naturais e inovadores em formulacdes de produtos destinados ao cuidado da pele e
beleza. Entre esses avangos, a introducdo do Canabidiol como ingrediente-chave em sabonetes surgiu
com muito potencial, pois, os produtos canabindides apresentam potencial para tratar uma variedade
de doencas de pele, incluindo acne (Viana et al., 2021).

A planta pertencente a familia Cannabaceae, conhecida como Cannabis sativa L., possui uma
composicao rica em fitocanabindides. Entre estes, destacam-se o delta 9-tetrahidrocanabinol,
conhecido por suas propriedades psicoativas, e o Canabidiol (CBD), que, ao contrario, ndo apresenta
efeitos psicotrépicos (Penha et. al., 2019; Viana et al., 2021). No organismo, o sistema endocanabinoide
€ predominantemente composto por dois tipos de receptores: o receptor CB1 e o receptor CB2. Os
receptores CB1 e CB2 desempenham papéis cruciais em fun¢cdes como a formacao e a manutencgéo
da barreira cutanea, o crescimento e diferenciacdo celular, assim como processos imunoldgicos e
inflamatdrios (Baswan et. al., 2020). Além dos fitocanabinoides, a planta também apresenta terpendides
notaveis, como o limoneno, que exibe propriedades ansioliticas; 0 mirceno, com suas caracteristicas
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anti-inflamatérias, analgésicas e sedativas; e 0 opineno, que além de suas propriedades anti-
inflamatdrias, também exerce uma notavel agdo antimicrobiana (Borille, 2016; Viana et al., 2021).

Os extratos de CBD apresentaram capacidade de exercer efeitos inibitorios sobre bactérias Gram
positivas, notadamente Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Streptococcus
pyogenes, assim demonstrando sua capacidade de atividade microbiana (Martinenghi et al., 2020;
Abichabki et. al., 2022). Neste contexto, o presente projeto teve por objetivo desenvolver e analisar o
sabonete liquido a base de Canabidiol, além de qualificar a atividade microbicida do 6leo utilizado para
o desenvolvimento do sabonete em cepas ATCC de Staphylococcus aureus.

Metodologia

Desenvolveu-se um sabonete liquido a base de 6leo essencial de Canabidiol, em um becker
utilizando 100 ml da base liquida Régia® com 5 ml de 6leo essencial de Canabidiol Sparoom®, os
ingredientes foram misturados mecanicamente com um bastéo de vidro, apés foi agitado em um vértex
Quimis® por 2 minutos até obter homogeneizacao dos compostos. O produto final foi testado durante
quatro semanas seguindo as diretrizes do Guia de Controle de Qualidade de Produtos Cosméticos da
ANVISA, através de ensaios organolépticos e fisico-quimicos, que incluiam cor, odor, aspecto, pH,
viscosidade e densidade. Para aferir o pH foi utilizado phmetro FiveEasy Plus Mettler Toledo®,
previamente calibrado com as solugfes tampdes de acordo com Minto et al. (2020) e Pires et al. (2021),
fora utilizado também fita reagente para detec¢édo de pH como andlise comparativa.

Para o teste microbicida com 6leo essencial de Canabidiol, inicialmente, foi realizado o repique da
cepa ATCC Staphylococcus aureus (6538) e incubado por 24 horas, seguidamente, foi feito o preparo
do in6culo, com o auxilio de uma alga descartavel, uma col6nia foi inoculada em 10ml de caldo BHI e
posteriormente incubada por 18 horas a 37°C. Foi preparada a solugéo de éleo essencial de Canabidiol
com 950ul de 6leo essencial com 50ul de Dimetilsulféxido (DMSO), adicionados em um microtubo de
1,5ml. O ensaio foi conduzido em placa de 96 pogos, com o pogo 11 como controle positivo (100ul de
hipoclorito de sodio a 2,5% e 5pul do indculo) e o pogo 12 como controle positivo (100ul de caldo BHI e
5ul do in6culo). O pogo 1 foi preenchido com 100ul de caldo BHI concentrado e entdo adicionado 100pl
da solugdo mais concentrada do 6éleo de Canabidiol. Comegando no pogo contendo concentracao
superior, 0os pogos de 2 a 10 receberam 100l de caldo BHI cada, garantindo 100ul em todos os pogos
apos a microdiluigdo. Posteriormente, 100ul do pogo 2 foram ftransferidos para o pogo 3,
homogeneizados trés vezes e transferidos para o po¢o 4, e assim por diante até o completar o Ultimo
poco. Seguidamente a microdiluigdo, 5ul do indculo foram pipetados em todos os pogos, seguido da
incubacéo da placa na estufa por 16 a 20 horas, conforme a metodologia do CLSI de 2018 (Humphries
et al., 2018). Apos o periodo de incubagao. Uma aliquota de 3ul de diferentes diluigBes testadas foram
semeadas em agar Muller-Hinton utilizando o método da gota e incubada a 37°C por 24 horas para
investigacdo da constituicdo (desenvolvimento) ou a caréncia de UFC/ml em cada diluicéo, a fim de
estabelecer a CIM (Concentracao Inibitéria Minima) e CBM (Concentracao Bactericida Minima).

Resultados

Os resultados das andlises dos ensaios organolépticos e fisico-quimicos da primeira a quarta
semana foram - 12 semana: apresentava coloragdo amarela clara e odor caracteristico do 6leo, herbal
e bem intenso. Tinha aparéncia homogénea mas ao centro notava-se precipita¢éo, pH na fita 8,0 e no
peagametro 7,96, viscosidade de 870 Pa.s e densidade 1,0531 g/ml. 22 semana: pH variou para 7,84
(peagametro), viscosidade de 910 Pa.s e densidade 0,9766 g/ml. 32 semana: pH 7,84 (peagametro),
viscosidade de 790 Pa.s e densidade 1,0402 g/ml. 42 semana: pH de 7,69 (peagémetro), viscosidade
820 Pa.s e densidade 0,9841 g/ml - A cor e o pH na fita foram os mesmos durante todo experimento,
0 odor teve diminuicdo gradual na intensidade a partir da 22 semana, porém, permaneceu herbal e a
mistura se tornou homogénea, ndo ocorrendo mais precipitacdes (Tabela 1).
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Tabela 1 - Resultados dos ensaios organolépticos e fisico-quimicos, testados durante 4 semanas.

semanas cor odor aspecto pH Viscosidade  Densidade
(Pa.s) (g/ml)
aparéncia
homogénea e ao fita: 8
12 amarelo  caracteristico centro inicio de phmétro- 870 10531
claro do dleo precipitacdo com 796 ’ ’
um amarelo mais ’
escuro
I c&ara}clzteristico A aparéAncia fita: 8
A amarelo o 6leo, mas omogénea e .
2 claro com menor desaparecimento da ph;nse‘tlro. 910 0,9766
intensidade precipitacéo '
amarelo carjlc():tglgztlco permaneceu o fita: 8
32 claro diminuigéc; de mesn]o, phmetro: 790 1,0402
intensidade homogéneo 7,84
| car‘;actglristico permaneceu o fita: 8
42 a’gz:i ° dimigu‘? Z% de mesmo, phmetro: 820 0,9841
intens?dade homogéneo 7,69

Fonte: Autora, 2024.

Na analise microbioldgica para se estabelecer a CIM (Concentragdo Inibitéria Minima) e CBM
(Concentragéo Bactericida Minima), observou-se que as diluigées de 50%, 25%, 12,5%, 6,25% e 1,56%
do dleo testado demonstraram eficicia (Figura 1), apresentando atividade bactericida significativa
contra a cepa ATCC de Staphylococcus aureus. No entanto, a partir da diluicdo de 0,78%, a atividade
bactericida comecgou a diminuir consideravelmente, indicando que, em concentracgdes inferiores, o 6leo
essencial de Canabidiol Sparoom® néo foi capaz de inibir de maneira eficaz a formacao de coldnias.
Essa reducao na eficacia pode ser atribuida a diminuigdo da concentracdo do principio ativo, que ndo
foi suficiente para manter a atividade bactericida contra o patdégeno. Para melhor se avaliar o potencial
microbicida foi encontrada a concentragéo inibitéria minima (CIM) de 5,8 ug/ml e a concentragao
bactericida minima (CBM) de 11,6 ug/ml. Estes valores foram cruciais para compreender a eficacia do
Oleo avaliado e seu potencial como agente antimicrobiano.

Figura 1 - Avaliacdo da CBM e CIM das diluicdes analisadas. Legenda: A leitura foi feita da esquerda para direita
(maior diluicdo para menor).

R
Dil. 50% Dil. 6,25% ° Dil. 0,78% ° Dil. 0,097%
Dil. 25% Dil. 3,125% * Dil. 0,39% ° Cont. negativo ®
Dil. 12,5% ® Dil. 1,56% © Dil. 0,19% Cont. positivo ®

XXVIII Encontro Latino Americano de Iniciagdo Cientifica, XXIV Encontro Latino Americano de Pos-
* Graduagéo e
X1V Encontro de Iniciagdo a Docéncia - Universidade do Vale do Paraiba — 2024

YIViND

Encontm o il
aDockrcla

Educag&o: ferramenta essencial para um mundo justo, sustentavel e incluso




IVEH_E_)SUH vIVII\-IID

D LG ARG Encontm o il
i Exienato Lntarshira aDockrcla

Encon

o 0 CnS

AvimNe

Educag&o: ferramenta essencial para um mundo justo, sustentavel e incluso

Fonte: Autora, 2024.

Discusséo

A andlise dos parametros fisico-quimicos do sabonete desenvolvido (Tabela 1), revelaram pH
variando de 7,96 na primeira semana para 7,69 na quarta semana, de acordo com a literatura (Leonardi
et al., 2002), a pele ndo apresenta um pH neutro e este pode variar conforme a regido do corpo e a
idade. No entanto, de modo geral, o pH fisiolégico da pele situa-se entre 4,5 e 6,0, essa variacdo de
pH desempenha um papel crucial na protecao da pele, oferecendo uma defesa eficaz contra bactérias
e fungos na sua superficie. Na pesquisa desenvolvida por De Oliveira e colaboradores (2022), que
analisaram o sabonete liquido com extrato de Bidens pilosa o pH final foi de 7,30, sendo que o valor do
pH dos sabonetes pode variar entre 4,5 e 6,0 apds o uso, no presente estudo o valor foi préximo do
resultado obtido por De Oliveira et al. (2022), corroborando nossos achados (Tabela 1), a pequena
diferenca no pH pode ser devido a forma farmacéutica em questéo do sabonete liquido, que consiste
em uma solucéo contendo um ou mais principios ativos, destinada a aplicagcdo sobre a pele (Minto et
al., 2020; Pires et al., 2021). O uso de sabonete liquido oferece véarias vantagens em preparacdes
farmacéuticas topicas, incluindo facilidade de manuseio, uma aparéncia estética atraente e um nivel
superior de higiene em comparacdo com sabonetes em barra (Neto; Del Pino, 1997). N&o foi possivel
encontrar um valor padrdo ou de referéncia especifico de densidade para sabonetes liquidos na
literatura existente, contudo, o valor mais frequentemente encontrado é de 1,003 g/ml (Ferreira, 2000).

Os dados obtidos na pesquisa com sabonete liquido, desenvolvida por Astuti e colaboradores
(2021), revelaram uma densidade de 1,1125 g/ml, uma viscosidade de 562,159 cP (equivalente a
0,562159 Pa-s) e um pH de 8. Em contraste, com a agitagdo homogénea, foram registrados uma
densidade de 1,1007 g/ml, uma viscosidade de 482,5953 cP (ou 0,4825953 Pa-s) e 0 mesmo pH de 8,
corroborando com os resultados encontrados no presente estudo (Tabela 1), todavia, a viscosidade
fora um parametro que apresentou maior variacéo, possivelmente devido a diferencas da composi¢ao
quimica da base comercial utilizada.

A atividade antimicrobiana do Canabidiol foi relatada h& vérias décadas, mas sé a partir de 2008
comecou a ser mais bem explorada pela ciéncia (Martinenghi et al., 2020; Abichabki et. al., 2022). As
bactérias Gram-positivas sdo mais vulneraveis a diversos agentes e compostos devido as suas
caracteristicas estruturais especificas. Em contraste, as bactérias Gram-negativas possuem uma
membrana externa robusta e diferenciada, além de um fator estrutural e virulento significativo, o
lipopolissacarideo (Martinenghi et al., 2020), no presente estudo, o 6leo essencial de Canabidiol
demonstrou atividade bactericida CIM e CBM na cepa ATCC de Staphylococcus aureus (Figura 1), em
estudos microbicidas realizados por Abichabki e colaboradores (2022), com CDB em cepas de
bactérias gram-negativas, a CIM obteve resultados variando de 2 a 4 yg/mle de 1 a4 ug/mle de 0,5 a
1 pg/ml. Em comparagédo com o resultado obtido no presente estudo, CIM de 5,8 ug/ml, é possivel
inferir que os valores foram proximos.

No estudo conduzido por Blaskovich e colaboradores (2021), realizaram um teste de mortalidade
bacteriana (time-kill assay) utilizando a cepa MRSA ATCC 43300, que revelou uma rapida atividade
bactericida do Canabidiol, com a eliminagéo efetiva das bactérias gram-negativas ocorrendo em menos
de 3 horas, a concentragao bactericida minima foi de 2 ug/ml, ja no trabalho de Tahsin e colaboradores
(2021), as concentrac8es de CBD testadas variaram de 20 a 0,625ug/ml e a CBM foi de 20ug/ml. Esse
resultado destaca uma diferenca significativa em relagédo ao valor obtido no presente estudo (11,6ug/ml)
e no estudo de Blaskovich et al. (2021), sugerindo uma variacdo consideravel nos resultados, essa
discrepancia por ser atribuida a diferentes fatores experimentais, como o agente microbioldgico
testado, cepa resistente a antibioticos e principalmente a eficacia do principio ativo que ainda requer
futuras pesquisas para melhor compreender os resultados de CIM e CBM com o 6leo de Canabidiol
(Viana et al., 2021). Este estudo abre caminho para futuras abordagens acerca do potencial microbicida
e estético do sabonete liquido a base de 6leo essencial de Canabidiol.

Conclusao

O sabonete liquido desenvolvido apresentou caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas
adequadas, sugere-se aprofundamentos para melhorias do produto e andlises de eficacia temporal
mais prolongadas. O 6leo essencial de Canabidiol demonstrou atividade bactericida CIM e CBM na
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cepa ATCC de Staphylococcus aureus, nossos achados abrem caminho para futuras abordagens
acerca do potencial microbicida e estético do sabonete liquido a base de 6leo essencial de Canabidiol.
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