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RESUMO

Tendo em vista 0 aumento da resisténcia bacteriana se busca alternativas terapéuticas, entre as
quais se destaca o0 uso de produtos naturais. A quitosana é um biopolimero natural que
apresenta biocompatibilidade e acdo antimicrobiana, conhecida. Por outro lado, estudos estao
sendo realizados utilizando 6leos essenciais que sdo usados na medicina popular com uma
aplicacdo bastante difundida. Os 0Oleos essenciais apresentam diversas atividades biologicas
como acdo antimicrobiana, anti-infamatoria, regenerativa, hidratante, anti-helmintica entre
varias outras agdes. Cymbopongo martinii (CMEQ), é uma planta herbacea da familia das
gramineas que dele é extraido o dleo popularmente conhecido como Palmarosa que apresenta
acao antimicrobiana frente a diversos microrganismos. Neste contexto, a presente pesquisa
objetivou avaliar o potencial antimicrobiano, citotéxica do gel de quitosana enriquecido com
6leo essencial de Cymbopogon martini. As quitosanas de alto e de baixo peso molar (QAB)
adquiridas da Sigma® foram misturadas 1:1 e diluidas em acido acético 1% para obtencéo de
um composto de quitosana (QAB) a 10mg/mL. O composto de quitosana obtido foi
caracterizado quanto suas caracteristicas estruturais, grau de desacetilacdo e peso molar,
respectivamente, pelas técnicas de espectofotometria de infravermelho, ressonancia magnetca
nuclear de hidrogéncio e viscosidade. A quitosana apresentou grupos funcionais
caracteristicos do polimero, grau de desacetilacdo de 80,66% e peso molar de 6,03 x
10%g/mol. CMEO foi adquirido da Ferquima®, que disponibilizou sua composicdo quimica,
0 qual teve como composto predominante Geraniol (81,8%). A atividade antimicrobiana da
QAB, do CMEO e da associacdo QAB+CMEO foi determinada através da técnica de
microdiluicdo, obtendo-se as Concentracdes Inibitéria Minima (CIM) e Bactericia Minima
(CBM), frente cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Os valores de CIM e de
CBM frente a S. aureus foram iguais para QAB (4mg/mL) e para E. coli foram
respectivamente de 2mg/mL e de 4mg/mL. Na determinacdo do CIM, utilizando o OECM
frente a S.aureus e E. coli, foram encontradas as concentrac6es de 13,5 mg/mL e 22,5 mg/mL
respectivamente. Contudo, a CBM néo foi encontrada para o OECM, tanto para S. aureus
como para E. coli, demonstrando que EOCM apresentou apenas efeito bacteriostatico frente
as cepas testes. Os valores de CIM e de CBM frente a cepa de S. aureus para a associacao
QAB + OECM 3mg/mL+ 13,3mg/mL e de 5mg/mL + 22,5 mg/mL, respectivamente. Para E.
coli exposta a QAB+EOCM as concentragfes CIM e CBM foram de 1,5mg/mL + 6,75mg/mL
e de 4mg/mL + 18,5mg/mL, respectivamente. A analise para presenca de sinergismo entre
OECM e QAB foi realizada por planejamento fatorial 2% usando concentragdes sub-CIM de
ambas as drogas. Verificou-se que a associacao foi classificada como indiferente. O potencial
irritante das susbtéancias testes foi determinado através do teste da Membrana Corioalontoide
do ovo de galinha (HET-CAM) fecundado e incubado por um periodo de 9-10 dias. Para
determinar o grau de irritabilidade pelo HET-CAM, foram observadas a presenca de lise,
coagulacdo e hemorragia, até 5 minutos apds a exposi¢do as substancias testes. Todas as
substancias testes foram ndo irritantes. De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir
que a quitosana ndo teve efeito de sinergismo esperado em associacdo com dleo, contudo a
associacdo QAB + OECM conferiu um efeito bactericida ao 6leo essencial, antes nédo
observada.

Palavras-chave: Biopolimero. Produtos bioativos. Citotoxicidade. Sinergismo.



ABSTRACT

In view of the increase in bacterial resistance, alternative therapies have been studied, among
which stands out the use of natural products. Chitosan is a natural biopolymer that has
biocompatibility and known antimicrobial action. Furthermore, studies are being carried out
using essential oils that are used in folk medicine with a widespread application. Essential oils
have various biological activities such as antimicrobial, anti-inflammatory-regenerative,
moisturizing, anthelmintic among many other actions. Cymbopogon martinii (CM) is a family
of herbaceous grasses that it is extracted from the oil popularly known as Palmarosa which
has antimicrobial activity against various microorganisms. In this context, the present study
aimed to evaluate the antimicrobial activity and cytotoxicity of chitosan gel enriched with
essential oil of Cymbopogon martini. The chitosan high and low molecular weight (CHL),
purchased from Sigma®, were mixed 1: 1 and diluted in 1% acetic acid to obtain a solution
of 10mg / ml of polymer. The chitosan obtained was characterized about the structural
characteristics, deacetylation degree and molecular weight, respectively, by techniques of IR
spectrophotometry, nuclear magnetic resonance of hydrogen and viscosity. Chitosan has the
characteristic functional groups of the polymer, degree of deacetylation of 80.66% and
molecular weight of 6.03 x 10%g / mol. Essential oil of Cymbopogon martinii was purchased
from Ferquima®, which released its chemical composition, which has as the predominant
compound Geraniol (81.8%). The antimicrobial activity of the CHL, the EOCM and CHL +
EOCM association was determined by the microdilution technique, obtaining the Minimum
Inhibitory Concentrations (MIC) and Minimum Bactericia (MBC) against Staphylococcus
aureus and Escherichia coli. The values of MIC and MBC against S. aureus were the same
for CHL (4mg/mL) and E. coli were respectively 2mg/mL and 4mg/mL. In the determination
of MIC using EOCM against S. aureus and E. coli were found concentrations of 13.5 mg/mL
and 22.5 mg/ml respectively. However, MBC was not found to EOCM for both S. aureus and
E. coli, demonstrating that EOCM showed only bacteriostatic effect. The MIC and MBC
values to S. aureus for CHL association EOCM were 3mg/mL + 13,3mg/mL and 5 mg/MI +
22.5 mg/mL, respectively. For E. coli exposed to CHL + EOCM the MIC and MBC
concentrations were 1.5 mg/mL + 6,75mg/mL and 4mg/mL + 18,5mg/mL, respectively. The
analysis to measure the synergy between EOCM and CHL was performed by factorial
analysis using the sub-MIC concentrations for either drug and the association of drugs was
classified as indifferent. It was also examined the cytotoxicity of the drugs by Hen's Egg Test
— Chorioallantoic Membrane (HET-CAM) fertilized and incubated for a period of 9-10 days.
To determine the degree of irritability by the HET-CAM were observed the presence of lysis,
coagulation and bleeding, up to 5 minutes after exposure to the test substances. All test
substances were non-irritant. According to the results it can be concluded that the chitosan
was not expected synergistic effect in combination with oil, yet the association CHL + EOCM
gave a bactericidal effect to the essential oil, not previously observed.

Keywords: Biopolymer. Bioactive products. Citotoxicity. Synergism.
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1 INTRODUCAO

A quitina é um biopolimero largamente utilizado na industria e tem como fontes
principais a carapaca e exoesqueleto de crustdceos e fungos principalmente da Ordem
Murcorales. A quitina ap6s ser extraida pode sofre tratamento com solucdo alcalina
concentrada e altas temperaturas para ser convertida, pela desacetilagdo termoquimica, ao
polimero quitosana. E o segundo polimero mais abundante na natureza, depois da celulose,
apresenta também estrutura parecida, apenas com uma modificacdo no carbono 2 que na
quitina estd o grupo acetoamida (ARANAZ et al., 2009).

Atualmente as produdes de quitina e quitosana sdo realizadas através do tratamento de
residuos do processamento de crustaceos, matéria prima abundante em paises como China,
Japdo, india e Brasil. A producdo anual de quitosana em 2010 foi de 13,7 mil toneladas onde
se estima um aumento para 21,4 mil toneladas no ano de 2015 (DEMINA et al., 2014)

As principais vantagens da quitosana s&o a sua biodegradabilidade,
biocompatibilidade, o seu carater hidrofilico, a presenga de grupos polares (-OH e -NH2)
capazes de interagir com outros polimeros e a sua atividade antimicrobiana. Além disso, a
quitosana é filmogénica, hidratante, bioadesiva, renovavel, ndo-alergénica, imunoadjuvante,
anticolesterolémica e antitrombogénica Com todas essas propriedades a quitosana tem sido
fonte de varios estudos principalmente no ramo farmacéutico que visa aliar todo o potencial
biolégico da quitosana com outros produtos naturais como os 6leos essenciais (RINAUDO,
2008).

A busca por alternativas mais viaveis economicamente para a obtencdo de produtos
naturais tem sido alvo de diversos estudos, que incluem o uso de plantas medicinais e
compostos produzidos por processos biotecnologicos (RINAUDO, 2008). A utilizacdo de
polimeros como quitosana tem sido estudada como carreadora de substdncias naturais,
estimuladora de fatores de crescimento, atividade antimicrobiana entre outras aplicagdes
(ZARGAR, ASGHARI, DASHTI, 2015).

O oleo essencial de palmarosa é extraido da planta Cymbopogon martini, uma erva
perene nativa da India e os seus principais componentes sdo o geraniol e o acetato de geranil.
Esse produto natural é amplamente utilizado na industria farmacéutica por apresentar
propriedades tais como acdo antimicrobiana, antifungica, repelente e grande valor comercial
devido ao seu aroma (PRASHAR et al., 2003; KHAN et al., 2015).
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O gel de quitosana associado ao 6leo essencial de Cymbopogon martini pode ser uma
opcdo promissora de tratamento contra bactérias, pois apresentam atividade antimicrobiana
(ROLSTAD, BRYANT, NIX, 2012). Com base no exposto a presente pesquisa tem por
objetivo avaliar o potencial antimicrobiano, citotoxica do gel de quitosana enriquecido com

6leo essencial de Cymbopogon martini.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

O estudo tem como objetivo verificar a bioatividade do gel de quitosana associado

com 0leo essencial de Cymbopogon martini através de testes antimicrobianos e citotoxicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter e caracterizar um composto proveniente da mistura entre quitosana de alto e de

baixo peso molecular;

e Produzir solugdo com a mistura entre o gel do composto entre as quitosanas de alto e

baixo peso molecular e o 6leo essencial de Cymbopogon martini;

e Avaliar a atividade antimicrobiana e a citotoxicidade (potencial de irritabilidade) das
substancias testes isoladas e da associacdo entre o gel do composto de quitosana e o

6leo de Cymbopogon martini;

e Verificar a existéncia de efeito sinérgico entre o gel do composto de quitosana e o 6leo

de Cymbopogon matrtini.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 ANTIMICROBIANO NATURAL

Agentes antimicrobianos séo substancias capazes de matar ou inibir o crescimento de
microrganismos patdgenos ou oportunistas. Possuem varios mecanismos de acao e tipos de
compostos quimicos naturais ou sintéticos que desempenham esse papel tdo importante no
controle de infecgdes. Cada vez mais 0 mundo tem se voltado para a natureza como fonte de
novos produtos, uma pratica que ja era bastante conhecido em anos remotos com Hipdcrates
(460-337 a.C.), onde o mesmo recomendava a lavagem de ferimentos com vinhos para
impedir a infeccdo (AGRA et al., 2007).

Com o passar dos anos, as bactérias vém adquirindo cada vez mais resisténcia aos
antimicrobianos usados na pratica médica, devido ao uso indiscriminado destes. Em 1945,
qguando Fleming recebeu o Prémio Nobel, ele advertiu sobre o uso inadequado dessas
substancias antimicrobianas que resultaria em resisténcia dos microrganismos. Com o
objetivo de buscar alternativas naturais estdo sendo cada vez mais pesquisados os 0Oleos
esséncias e produtos de origem natural para serem utilizados no combate de infeccdes
(ANTUNES et al.,2006).

Os antimicrobianos naturais possuem varios mecanismos de acao, destacando 0s que
agem alterando a parede celular e 0s que promovem alteracdes estruturais em proteinas e
acidos nucléicos ou na sua sintese. A presenca de compostos com (-OH), principalmente
compostos fendlicos que sdo gerados do metabolismo secundarios de plantas e estdo presentes
nos 6leos essenciais, agem na parede celular dos microrganismos alterando sua conformacéo e
que leva a fuga de componentes intracelulares causando a morte celular (XUE, DAVIDSON,
ZHONG, 2013).

Possuem varias formas de serem classificados de acordo com diferentes autores,
Bresolin e Cechinel-Filho (2003), classificam em dois grandes grupos os especificos e 0s
inespecificos. Os especificos agem s6 no microrganismo alvo sem causar dano ao hospedeiro,
ja o inespecifico mata ou inibe in vitro microrganismos, sdo substancias mais utilizadas em
medicamentos de uso topico. Podem ser também classificados pelo modo de acgdo, quando a

substancia mata o microrganismo alvo € chamado de bactericida (bactéria) ou fungicida
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(fungos), quando impedem apenas o crescimento sdo chamados de bacteriostatico (bactéria)
ou fungistatico (fungos).

Véarios mecanismos de acdo podem ser citados e de acordo com mecanismo eles
apresentam uma acdo diferente contra 0 microrganismo, existem substancias que inibem a
sintese de peptidioglicano presente na parede celular de bactérias, causam lesdo da membrana
citoplasmatica, interrupcdo do fluxo de elétrons e do transporte ativo, interferéncia na sintese
e replicacdo do DNA e RNA, inibicdo da RNA polimerase e inibicdo da sintese de
metabdlitos essenciais. Cada substancia tem uma forma de acdo e cada bactéria tem uma
resposta diferente a cada antimicrobiano quando em contato com a mesma (KHAN et al.,
2011; PACKER, LUZ, 2007).

O uso de produtos naturais, com 6leos essenciais, biopolimeros como a quitosana,
extratos de plantas entre outros, necessitam de teste in vitro que demonstrem essa atividade
antimicrobiana. Varios testes podem ser realizados, as metodologias mais comuns sao difusao
em éagar, macrodiluicdo e microdilui¢do, ultimamente se tem utilizado mais o teste de
microdiluicdo onde é utilizado um indculo padrdo em placa com 96 pocos onde é colocada a
substancia a ser estudada e avaliada sua ac¢do antimicrobiana (KOLODZIEJ et al., 2009).

Quando ja tem o conhecimento da sua acdo, esses produtos naturais podem ter sua
acdo potencializada quando colocado em conjunto com outra substancia para acao
antimicrobiana. Essa juncdo pode acarretar em uma interagdo maior no qual o efeito
combinado ¢ significativamente maior que o seu efeito independente chamado de sinergismo,
ja o antagonismo é um interacdo negativa onde os efeitos esperados sdo diminuidos e quando
ndo ocorre interacio significativa é chamado de indiferente (BASSOLE, JULIANI, 2012).

Compostos com propriedades bioldgicas, produzidos por diversas plantas, podem ser
utilizados para sintese de novos medicamentos, ou mesmo, serem utilizados como substitutos
de principios ativos sintéticos, como os antibioticos, no intuito de reduzir a resisténcia
microbiana. Assim varios produtos naturais podem ser utilizados em conjunto para melhorar a
acdo biologica como o acréscimo de 6leos essenciais em polimeros naturais como a quitosana
(DORMAN, DEANS, 2000; STOJKOVIC et al.,2013,).
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3.2 QUITOSANA

A quitosana € um polissacarideo obtido através da hidrolise alcalina da quitina,
principal componente estrutural de artropodes, parede celular de fungos, moluscos,
crustaceos, insetos e algas, sendo o segundo polimero mais abundante na natureza depois da
celulose (HU et al., 2007). Descoberta em 1859 por Rouget, que ao aquecer a quitina em
hidroxido de potassio obteve um produto que apresentou solubilidade em &cido
(DUMETRIU, 2002). Em termos de aplicacdo a quitosana é o derivado mais importante da
quitina. A producdo de quitina e quitosana sao realizadas através do tratamento de residuos do
processamento de crustaceos, matéria prima abundante em paises como China, Japao, india e
Brasil onde sdo utilizadas carapacgas de caranguejo, cabec¢as de camardo, nas quais o contetido
de quitina chega a 11% (SANFORD, 2003).

Figura 1- Estrutura quimica dos monémeros N- acetil glicosamina e D- glucosamina e da quitosana (Wiegand e
Hipler, 2010).
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A quitosana é um heteropolimero composto por ligagdo B (1—4) de N-acetil-
Dglucosamina e D-glucosamina (Figura 1) e formada através da desacetilagdo parcial da
quitina numa faixa de 40 a 98% e uma massa molar que varia de 5,0 x 10* e 2,0 x 10° g mol™
(MIYAGUTI,2008). Dependendo da fonte, a quitina pode ocorrer em duas formas, o ¢ . A
forma o ¢ a mais abundante, estando presente na parede celular de fungos, lagostas, carapaca
de caranguejos, cascas de camardo e cuticulas de insetos. Por sua vez, a forma B-quitina é
mais rara, mais reativa que a o, sendo esta uma importante propriedade relacionada as

transformacdes enzimaticas e quimicas da quitina (RINAUDO, 2006).

As formas o e B da quitina tém microestrutura predominantemente cristalina, o que
inviabiliza sua dissolucdo, na maioria dos solventes, sendo este um dos maiores problemas
relacionado ao seu uso (Y1 et al., 2005). J& a quitosana possui estrutura menos cristalina que a
quitina, pela perda do grupo acetil, apresentando assim maior solubilidade em meio aquoso,
embora seja virtualmente insoltvel em valores de pH neutros e alcalinos (DASH et al., 2011;
RAMOS et al., 2003).

O padrdo para caracterizar a quitosana se baseia no grau de desacetilacdo (GD),
pardmetro empregado para caracterizar o seu conteido de unidades N-acetil-D-glicosamina de
quitina e quitosana, podem-se obter diversas quitosanas variando-se, assim, suas propriedades
fisico-quimicas, como solubilidade, pKa e viscosidade (AZEVEDO et al., 2007; RINAUDO,
2006; SINGLA, CHAWLA, 2001). Geralmente, é dificil de obter quitosana com elevado grau
de desacetilacdo, pois, a medida que este aumenta a possibilidade de degradacdo do polimero
também se eleva (PHAECHAMUD et al., 2000).

O grau de desacetilacdo determina caracteristicas como, as propriedades acido basicas
e solubilidade (WU et al., 2001). A protonacdo do grupamento amina da glucosamina cujo o
pKa adquire valores entre 6,3 e 6,7, permite a dissolucdo em solucdes acidas diluidas
(KARAKECILI et al., 2007). A massa molecular do polimero também influencia a
viscosidade e solubilidade, afetando a acessibilidade e disponibilidade de sitios ativos. Uma
caracteristica peculiar adicional é a sua alta hidrofobicidade, devido a um grande nimero de
grupos hidroxila no polimero (SARMENTO, NEVES, 2012). O grau de desacetilacdo e de
polimerizagdo relacionados diretamente com a massa molar sdo dois parametros que definem

0 uso da quitosana e suas varias aplicacfes (VOGLT et. al,2008).

A quitosana é considerada um polimero com caracteristicas promissoras que

favorecem a sua aplicagdo biotecnolégica (ALMEIDA, 2009). A natureza catidnica, rara entre
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polissacarideos (geralmente acidos ou neutros), permite a interacdo eletrostatica com
moléculas carregadas negativamente, principalmente a quitosana que assume a carga positiva
em valores de pH menores que 6,7 (MUZZARELLI, 2009).

Com alta aplicabilidade a quitosana pode ser utilizada em diversas areas, desde salde,
a agricultura, como: cultura de células, carreamento de farmacos (MADHUMATHI et al.,
2010), cobertura anti-corrosdo, filmes comestiveis antimicrobianos (ZHANG et al., 2013),
engenharia de tecidos (ZARGAR, ASGHARI, DASHTI,2015), imobilizacdo de proteinas,
adsorcdo de ions metélicos e corantes no tratamento da agua (SOBAHI et al, 2014), na
agricultura (MINET et al, 2013, QUINONES et al., 2013). A reconhecida biocompatibilidade
e ndo-toxicidade da quitosana tornam possivel seu uso em diversas aplicacbes biomédicas

como preparacdo de membranas e geéis para uso médico (SAHOO et al., 2009).

A propriedade imunomoduladora da quitosana é devida a sua capacidade de ativar
quase que exclusivamente o macrofago. Esta capacidade explica o papel do polimero na
aceleracdo da cicatrizacdo de lesdes, assim como a biodegradabilidade desse polimero no
organismo (JAYAKUMAR et al., 2010; SINGLA, CHAWLA, 2001). Quitosana, também,
promove a migracdo de neutrofilos, facilitando a resolugdo da resposta inflamatoria. As
atividades bactericidas e bacteriostaticas sugerem que este polimero podem prevenir

infeccdes, se aplicado diretamente no local (KUMAR et al., 2004).

3.2.1 Atividade antimicrobiana da quitosana

A acdo antimicrobiana da quitosana foi descoberta por Allan e Hadwiger (1979),
guando observavam o efeito fungicida de biopolimeros contra fungos filamentosos. Neste
contexto, varios estudos foram realizados utilizando quitina, quitosana e seus derivados contra
varios grupos de microrganismos como bactérias, fungos, leveduras o que levou a busca por
seus mecanismos de agdo e seu uso na saude (RAVI KUMAR, 2000).

A quitosana apresenta muitas atividades bioldgicas relacionadas as suas caracteristicas
fisico-quimicas. Existem muitas vertentes sobre a acdo da quitosana frente a microrganismos
como bactérias, fungos, algas, mas ainda ndo se tem um mecanismo de agdo completamente
elucidado (LEE, JE, 2013). Alguns autores relacionam a atividade antimicrobiana aos seus
grupos aminicos, que em contato com fluidos fisioldgicos provavelmente sdo protonados e se
ligam a grupos anionicos, resultando em aglutinagdo das células bacterianas e inibigdo do

crescimento (KONG et. al,2010). Outra vertente defende que agdo bacteriana da quitosana
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estd relacionada com as propriedades quimicas da quitosana e as caracteristicas das
membranas dos microrganismos (KHAN et al., 2011).

Em estudo realizado utilizando cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli,
bactérias gram positivas e gram negativas respectivamente, através de microscopia eletronica
se observou que a acao é diferenciada de acordo com o tipo de bactéria. A agdo no S. aureus
foi na membrana tornando fragmentada, ja a acdo na E.coli foi no citoplasma deixando mais
concentrado e aumentando o intersticio celular (QI et al., 2004). A massa molecular da
quitosana também interfere no modo de acdo contra as bactérias, quanto maior for a massa
molecular da quitosana maior é o seu efeito em bactérias gram positivas, por outro lado, nas
bactérias gram negativas o efeito é potencializado quanto menor for o peso molecular da
quitosana. A quitosana de alto peso molecular forma uma pelicula que envolve as células de
bactérias gram positivas e inibi a absor¢do de nutriente e as trocas realizadas através da
membrana, a quitosana de baixo peso molecular penetra mais facilmente em bactérias gram
negativas causando varios distdrbios no metabolismo destes microrganismos (CAMPOS,
2007).

A atividade antimicrobiana da quitosana sofre a influéncia de varios fatores como o
peso melocular, grau de desacetilacdo (GD), densidade de cargas positivas, caracteristicas
hidrofilicas / hidrofobicas, capacidade guelante, concentracdo e pH da solugdo da quitosana.
Além de fatores ligados ao tipo de microrganismo, tipo de parede celular, metabolismo,
interacdo com DNA e RNA entre outros fatores que podem definir o modo de acdo da
quitosana e como ela ira interagir com o microrganismo alvo (BADAWI, RABEA 2011;
RABEA et al.,2003).

Outro mecanismo de acdo da quitosana como agente antimicrobiano ocorre no
deslocamento de jons, como Ca*™ presente nos sitios aniénicos da membrana, 0 que causa um
desequilibrio no interior da célula afetando a funcdo de organelas e a troca de ions atravées da
membrana, ocasionando a morte celular (GOMES, 2007). Em estudo realizado por No et. al,
(2002), foi constatado a acdo da quitosana frente a varios tipos de bactérias, onde a inibicéo
do crescimento foi verificada e teve relacdo direta com o peso molecular da quitosana e com a

espécie de bactéria testadas.
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3.3 OLEOS ESSENCIAIS

Os 0leos essenciais sdo misturas complexas de compostos de baixo peso molecular
extraidos de plantas, seus constituintes principalmente os terpendides e fenilpropanoides
fornecem aromas e atividades biologicas (BURT, 2004). Os componentes dos 6leos essenciais
variam de acordo com o tipo de plantio, clima, periodos sazonais, esta¢cbes do ano, assim com
0 tipo de extracdo utilizada para retirada do 6leo também influencia na concentragdo e
quantidade dos componentes (DJILANI, DICKO, 2012). Os compostos que fazem parte dos
oOleos essenciais sdo geralmente extraidos de folhas e flores variam de acordo com o tipo de
planta e a parte de planta utilizada na extracdo, assim como o método de extracdo que
geralmente sdo usadas técnicas de hidrodestilacdo, destilacdo a vapor e extracao por solventes
(COWAN, 1999).

Vaérias espécies de plantas produzem o6leos essenciais jd conhecidos e estudados,
estima-se que cerca de 2000 espécies de plantas produzam cerca de 3000 tipos de Oleos
essenciais diferentes, sendo destes 300 de valor comercial agregado (DJILANI, DICKO,
2012). Na procura por novas fontes terapéuticas cada vez mais se tem utilizado 0leos
essenciais como fonte de moléculas que sdo testadas frente a microrganismos de interesse
médico e que adquiriram resisténcias aos antimicrobianos comuns (CLARDY, WALSH,
2004). Geralmente a bioatividade esta baseada em um ou dois componentes principais
presentes na mistura, esses podem ser isolados e testados para verificar sua eficicia tanto na
mistura quanto agindo sozinho (BAKKALI et al., 2008).

Com extensa variedade de Oleos, alguns tém sido mais estudado e cada vez mais
utilizado na medicina alternativa. A busca por tratamentos alternativos vem crescendo ao
longo dos anos com o aumento de pessoas imunocomprometidas, uso indiscriminado de
drogas, cancer entre outras doencas, assim como a limitacdo de antibidticos disponiveis para
terapia (RAUT, KARPPAIJIL, 2014).

Na natureza, os 6leos desempenham diversos papéis importantes na protecdo das
plantas, como agentes antibacterianos, antivirais, antifungicos, inseticidas, reduzindo o
namero de doencgas ocasionadas por esses microrganismos presentes na natureza (BAKKALI
et al., 2008). Além do fator de protecdo eles podem atrair insetos e animais que ajudam na
polinizagdo e na dispersdo das sementes da planta. Sdo extraidos de plantas geralmente

aromaticas presentes em zonas de clima temperado, por exemplo, em paises tropicais e
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mediterraneos onde representam grande conhecimento da medicina popular local (BAKKALI
et al., 2008).

Esses 0Oleos sdo biossintetizados em estruturas histoldgicas especializadas, na planta
deniminados de glandulas secretoras. Svoboda e Greenaway (2003) confirmaram que existem
dois tipos de glandulas que secretam 6leos essenciais: as localizadas na superficie das plantas
com secrecdo exogena e as glandulas localizadas no interior da planta com secregdo
enddgena. Os extratos obtidos de 6leos essenciais podem variar em quantidade, qualidade e na
composic¢do de acordo com o clima, componentes do solo, 6rgdo produtor na planta, idade e a
fase do ciclo vegetativo (ANGIONI et al., 2006; MASOTII et al., 2003). Especialistas
consideram o 6leo essencial como sinais quimicos que permitem a planta controlar e regular
seu ambiente, por isso essa influéncia grande na producdo de acordo com o ambiente
(BRUNETON, 1993).

Os oOleos essenciais sdo extraidos de diversas formas a partir dos vegetais, sendo 0s
métodos de extracdo classificados em: os métodos classicos/ convencionais e 0s métodos
avancados / inovadores. Os métodos mais avangados utilizam técnicas mais modernas como a
tecnologia de ultrassom e micro-ondas, que sdo processos mais avancados e eficientes onde o
produto final apresenta maior qualidade e rendimento, além de diminuir o tempo de extracdo e
o0s gastos com energia (WANG, WELLER, 2006). De acordo com o tipo de extracdo utilizada
0 Gleo pode variar em componentes quimicos, estereoquimica, podem ocorrer reacfes com
solventes, evaporacdo de compostos, varias modificagdes podem ocorrer de acordo com a
escolha e o tipo de extracdo utilizada, sendo assim um fator determinante na composicdo dos
6leos (MASOTTI et al., 2003).

Cerca de 3.000 0leos essenciais ja foram identificados, mas apenas 10% sdo aprovados
para uso em diversas areas como farmacéutica, alimentos, cosméticos entre outras
(TRONGTOKIT et al., 2005). Séo reconhecidos como substancias seguras para uso pela FDA
(Food and Drug Administration, US). Como vérias atividades ja elucidadas os o6leos
essenciais tem sido tema de varios estudos em busca de novas drogas e novas atividades
desses compostos. J& é conhecido que as atividades presentes nesses 6leos estdo relacionadas
com compostos bioativos, grupos funcionais, estrutura e arranjo das moléculas (NERIO,
OLIVERO-VERBEL, STASHENKO, 2010; REICHLING et al., 2009).

Na procura por drogas que possam substituir substancias sintéticas para o tratamento

de infeccBes bacterianas, os Oleos esséncias sdo grande fonte de moléculas com acéo
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antibacteriana conhecida (EDRIS, 2007). Os 6leos essenciais apresentam um grande potencial
antibacteriano, contra um grande numero de bactérias gram negativas e gram positivas
(BURT, 2004). O modo de acdo é baseado na capacidade do 6leo em contato com bactérias
perturbar a conformacdo da parede celular e membrana citoplasmatica, levando a lise e

extravasamento de compostos intracelulares (ROTA et al., 2004).

3.4 OLEO ESSENCIAL DE Cymbopogon Martini (PALMAROSA)

O dleo essencial de palmarosa ¢é extraido da planta, o género Cymbopogon inclui cerca
de 30 espécies de gramineas perenes e aromaticas, sendo a maioria dessas nativas da regido
tropical e subtropical (KHANUJA et. al,2005; TRIPPLEBROOKFARM, 2003). E uma planta
Liliopsida, pertencente a familia Poaceae (GOMES, NEGRELLE, 2003), que representa uma
das maiores familias de plantas, englobando cerca de 500 géneros e aproximadamente 8000
espécies  essencialmente  herbéaceas, denominadas genericamente de gramineas
(UNIVERSITY OF HAWAII, 2013).

A composicdo do 6leo essencial de palmarosa € dividida basicamente entre dois
componentes o geraniol e o acetato de geranil que sdo acidos graxos encontrados em 0Oleos
essenciais. No Gleo essencial de palmarosa, o geraniol constitui mais de 80%, sendo o acetato
de geranil o segundo composto em maior percentagem 12%, que estdo representados na figura
2 (SCHERER et al., 2009), concordando com Rao et al. (2005) onde foram encontrados teores
de 78 - 85% de geraniol e 3,0 - 12% de acetato de geranil em diferentes amostras de 6leo
essencial de palmarosa. A composicdo quimica varia qualitativamente e quantitativamente
dependendo da estacdo do ano, parte da planta utilizada na extracdo, tipo de extracdo e o
gendtipo da planta (PAPACHRISTOS et.al, 2004).

Segundo Murbach et al., (2015), a composicao do 6leo é bastante varidvel, o que pode
afetar a quantidade de componentes majoritarios e minoritarios, o geraniol e o acetato de
geranil sdo os componentes presentes em maior quantidade no OECM. A densidade e os
coponenetes foram analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectometria de massa
(CG-MS), onde foram encontrados 0s seguintes componentes (Tabela 1). Essa variagdo que
acorre entre 0 acetato de geranil e o geraniol é devido a atividade da enzima geranil acetato
esterase que realiza a conversdo de acetato de geranil para o geraniol (SMITHA,
RANA,2015).
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Tabela 1- Composicéo e densidade do OECM . Fonte: (Murbach et al., 2015).
Oleo essencial Densidade (mg/mL) Componentes %
Geraniol (57.49),
Geranyl acetate
(13.56),
Cymbopogon martinii 874 Linalool (1.71),
[-caryophyllene
(1.07),
Ocimene (0.27)

Fonte: (Murbach et al., 2015).

Figura 2 — Estrutura quimica dos componentes majoritarios do dleo essencial de Cymbopogon martinii, A)
Acetato de geranil e B) Geraniol. Fonte: Adaptada de Smitha, Rana, 2015.

A) B)

X _-CH,0Ac S CH,0H

Fonte: Adaptada de Smitha, Rana, 2015.

Com amplo uso na india e Turquia, principalmente na aromaterapia € no uso de
medicina local como regenerador da mucosa intestinal sendo eficaz contra bactérias patégenas
do sistema gastrointestinal (BAKKALI et al., 2008; SA, ANDRADE, SOUZA, 2013). O 6leo
de palmarosa também apresenta atividade antioxidante que inibe os radicais livres e espécies
reativas de oxigénio, que sdo moléculas capazes de causar danos as células e interferir na
sintese de DNA. Essa protecdo oferecida pelo 6leo essencial de palmarosa é essencial para
prevencdo de doencas cronicas e degenerativas para células do corpo humano (WANNES et
al., 2010).

O oleo de palmarosa € muito conhecido pelo seu uso em tratamentos de pele. Ele tem
efeito equilibrador sobre a pele e pode ajudar a hidratar a pele seca e balancear a secre¢do
sebacea da pele oleosa. Além disso, ele auxilia a reduzir o tecido cicatricial e suas
propriedades antissépticas sdo Uteis no tratamento da acne e outras infeccbes menores. Esse
oleo também participa na estimulacdo a regeneracdo celular e ajuda a reduzir as rugas e

melhora a aparéncia da pele cansada e envelhecida (CURTIS,1996).
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O o6leo de Cymbopogon martini é utilizado como base para perfumaria fina e é
valorizado por causa do seu teor de geraniol. Além do valor na perfumaria, o 6leo tem um
grande efeito na cicatrizacdo de feridas (TAMULI, SAIKIA, BORUAH, 2012). Utilizado
como condimento em alimentos, apresenta um grande valor agregado pois € um componente
valioso para perfumaria e cosmeticos além de ter agdo contra varios microrganismos como
bactérias, fungos e leveduras (RAJESWARA et al., 2009).

Oleo essencial de Palmarosa apresenta atividade antimicrobiana e o seu uso topico
pode ser vantajoso em comparacdo com outras substancias em formula¢Ges dermatoldgicas
(TEIXEIRA et al., 2005). Em estudo realizado por Yonzon et. al, (2005), a atividade
antimicrobiana de 35 6leos essenciais extraidos de plantas foram testadas frente a levedura
Candida albicans, sendo que destes 35 éleos testados 13 apresentaram efeito contra esta

levedura incluindo o 6leo de Palmarosa.

Muitos 6leos essenciais tém acdo antimicrobiana relativamente rapida, apresentando
potencial para causar a morte celular em concentracfes equivalentes as CBM (Concentracao
Bactericida Minima). Com amplo espectro de acdo grande parte dos 6leos essenciais possui a
atividade antibactericida reconhecida (HAMMER, CARSON, 2011).

O modo de acdo dos Oleos essenciais ainda ndo foi totalmente elucidado, porém
acredita-se que os 6leos em contato com a superficie bacteriana agem por difusdo passiva
através da parede celular. Vérios constituintes dos dleos tem a capacidade de atravessar a
membrana citoplasmatica, penetrando no interior da célula bacteriana e interagido com sitios
intracelulares criticos (CRISTANI et.al, 2007). Cada vez mais se busca alternativas naturais
que possam substituir produtos sintéticos e que apresentem efeitos parecidos o que torna a

producdo mais viavel e renovavel ja que matéria-prima vem da natureza.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 QUITOSANA

A quitosana utilizada no presente estudo foi a quitosana extraida de crustaceo da
empresa Sigma®. Foram utilizadas dois tipos de quitosana a de baixo peso molecular (QB) e
a de alto peso molecular (QA). As quitosanas foram misturadas em uma proporcéo de 1:1 e
diluidas em &cido acético 1% para obtencdo do composto de quitosana- QA + QB a
20mg/mL. A solucdo do composto foi agitada por 12h e em seguida 0 composto de quitosana
formado (QAB) foi precipitado com a adigdo de hidroxido de sodio 10N até obtencéo de pH
9. Em seguida foi centrifugado a 4000rpm por 15min. O composto de quitosana precipitado
foi lavad com agua destilada até pH 7. A amostra final de quitosana, alto + baixo peso molar,

foi liofilizada e caracterizada.

4.2 PREPARACAO DO GEL DO COMPOSTO DE QUITOSANA

O composto de quitosana proveniente da mistura entre QA e QB foi pesada, e
posteriormente diluida em acido acético 1%, sob agitacdo por 12h. O pH do gel de quitosana
foi ajustado para préximo de 6,0 com adicdo de hidroxido de sodio 2M.

Esse composto de quitosana foi preparado com o intuito de somar as propriedades
bioldgicas conhecidas de ambas as quitosana, de alto e baixo peso molar, como também

melhorar a consisténcia do gel preparado e facilitar assim o seu manuseio.

4.3 OLEO ESSENCIAL DE Cymbopogon Martinii (OECM)

O oleo essencial foi obtido através da empresa Ferquima®, onde a mesma informou a
composi¢do do 6leo de acordo com o lote utilizado. Para utilizagdo do 6leo o0 mesmo foi
diluido em Tween 80 para uma concentracdo final de 75% sendo a solucdo mée para as
demais diluicGes utilizadas no estudo. Para realizacdo dos testes in vitro foram feitas dilui¢cdes

com a solugdo mée de 75% do OECM com &gua destilada estéril na proporcdo de 1:1(v/v). Na
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preparacdo do gel foi utilizada a concentragéo inicial de 10% do OECM e nos testes isolados
com 0 OECM foi testada a concentragéo de 5%.

4.4 PREPARAQAO DO GEL DE QUITOSANA ASSOCIADO AO OLEO ESSENCIAL DE
Cymbopogon Martini (OECM)

A preparagdo do gel do composto de quitosana associado ao OECM foi realizada
através da homogenizacdo de QAB a 20mg/mL com o 6leo previamente diluido CMEO a

10% de acordo com os protocolos descritos acima na propor¢ao de 1:1, para formacéo do gel.

4.5 CARACTERIZACAO DA QUITOSANA (QAB)

4.5.1 Caracterizagao Estrutural: Espectroscopia vibracional da regido do Infravermelho (IV)

A Espectrocospia vibracional na regido do Infravermelho permite observar e
classificar bandas vibracionais relativas a caracteristicas dos grupos funcionais que compdem

a molécula de quitosana.

O IV foi obtido em um espectrofotobmetro Bruker modelo IF66, na Central Analitica
do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE. A regido de analise compreendeu
400cm™ e 4000cm™. Para 1,5 mg do composto de quitosana liofilizado foi adicionado 100mg
de brometo de potéssio (KBr), a mistura foi homogeneizada em almofariz de 4gata e deixada
na estufa a vacuo a 110°C durante 20 horas. O espectro do pé do composto de quitosana foi
obtido utilizando pastilha de KBr como suporte (SANTOS et al 2003).

4.5.2 Grau de Desacetilacdo (GD%): Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

O grau de desacetilacdo é definido como a relacdo do nimero de agrupamentos amina
e grupamentos amida na cadeia polimérica da quitosana. Para determinar o GD%, podem ser

utilizadas diversas metodologias, a metodologia abordada neste estudo foi a técnica de
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ressonancia magnética nuclear (RMN H*). O GD% é determinado através da relagdo entre os
picos referentes aos protons do grupo acetoamido da quitina e outros prétons, exceto o préton

do carbono anomeérico (C1) da quitina/quitosana.

A solucdo de quitosana foi preparada pela dissolu¢do de 15mg de quitosana em 1mL
de &gua deuterada (D,0) contendo 1% HCI (37%), permanecendo 24 horas em agitacéo
formando uma solugéo viscosa. Uma aliquota dessa solucédo foi colocada em tubo de 5 mm de
didametro para a realizacdo da analise de acordo com o0s seguintes parametros programados no
equipamento (Varian Unity Plus em 3000MHz): temperatura de 50 °C, tempo de relaxacdo de
6 segundos, aquisicdo dos espectros a 353K, com pulso de 90° (8,2 ms) e 16 pulsos de
varredura (SIGNINI; CAMPANA FILHO, 1998).

O grau de desacetilacéo foi calculado pela equacédo 1 proposta por Hirai et al. (1991),
que utiliza os sinais dos prétons H?, H®, H* H® H° H® (H*®) de ambos os monémeros e o

pico referente aos niicleos do hidrogénio do grupo acetoamido (H).

o)< l1-(Lh= /LTyze ]y
GD(%) [1 (3H /6H D 100 (€. 1)

E pela equacgdo 2 proposta por Signini et al. (2000), que utiliza a area do pico na regido
de 2ppm atribuido aos niicleos de hidrogénio do grupo acetoamido (H*) e a area do pico em

3,4ppm referente ao nicleo de hidrogénio na posicéo 2 do anel glicopiranosidico (H?).

Hac
GD% = [1_(3H 5 j]xlOO (Eq.2)

4.5.3 Cristalinidade: Difragéo de Raio-X

A técnica de difracdo de Raio-X (DR-X) empregada ao composto de quitosana foi
realizada no Laboratério Multiusuario do Centro de Tecnologia Estratégicas do Nordeste
(CETENE), com radia¢do Cu-Ka sendo A= 1,5418A° em uma faixa de varredura entre 3° ¢

80° com taxa de 0,02° min™™.
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4.5.4 Determinacédo do peso molar por Analise Viscosimétrica

O peso molecular do composto de quitosana foi determinado por medida de
viscosidade, segundo a metodologia proposta por Santos et al. (2003), utilizando um capilar
de vidro tipo Cannon-Fenske (dinterno= 1,01mm) termostatizado a (25+ 0,01)°C, em um
viscosimetro AVS-350 da Schott-Gerate.

Para a determinac¢do da viscosidade intrinseca, [n], foram preparadas solugdes de
quitosana em 25ml de solucdo de &cido cloridrico 1% sob agitacdo constante por 15h, com
posterior aquecimento por 2 minutos a 80°C, para obtencdo de solucgdes de concentracéo final
variando de 0,1 a 1,0mg/mL. Aliquotas de 25ml de cada solucdo foram utilizadas nos
capilares para medicao do tempo de escoamento expresso em segundos, e estabelecido através

da média dos valores obtidos em trés repeticbes (SANTOS et al., 2003).

A razdo do tempo de escoamento da solucdo do polimero pelo tempo de escoamento
da solucdo do solvente é chamada de viscosidade relativa. As viscosidades especificas de cada
quitosana foram calculadas aplicando a média dos tempos de escoamento na férmula abaixo

(Equacdo 3). Ambas as viscosidades sdo adimensionais.

nesp = (=) (Eq. 3)

to

Onde: m,s,= Viscosidade especifica da amostra, t = tempo de escoamento da solu¢do no

viscosimetro e t,= tempo de escoamento do solvente puro no viscosimetro.

Ja a viscosidade reduzida foi encontrada através da divisdo da viscosidade especifica

pela concentragéo e tem como dimensdo o inverso da concentragdo (Equagéo 4).

Nrea = Tle;:sp (Eq 4)

Onde: 1,4 = Viscosidade reduzida da amostra e C = concentracdo em gramas de polimero em

100 mL de solucéo.

As viscosidades intrinsecas das quitosanas foram encontradas pela extrapolagdo do
gréafico de viscosidade reduzida versus concentragdo a diluicdo infinita, com base na equacao
5 de Huggins (1942).

Nrea = [1”]] + Ky [ﬂ]z C (Eq.5)
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A viscosidade intrinseca de uma solucdo polimérica estd relacionada com a massa
molar viscosimétrica média, através da equacdo de Mark-Houving (Eq. 6), proposta por
Rinaudo et al. (2001). O valor da constante K e a dependem do polimero, do solvente e da
temperatura. Nesta pesquisa o solvente utilizado foi o acido cloridrico na temperatura de 25°C

o qual apresenta os valores de 1,81x 10” e 0,93 para K e a, respectivamente.

[n] =K (M)* (Eq.6)

4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana, foram utilizadas as seguintes espécies de
bactérias que comumente causam infeccdes e sdo as espécies mais usadas para testes como
padrdo de gram positiva e gram negativa. Foram utilizadas cepas de Staphylococcus aureus
(ATCC-15656) e Escherichia coli (ATCC-25922). As cepas de E. coli e S. aureus foram
repicadas em caldo Brain Heart Infution (BHI) e armazenadas a 37°C por 24 horas, ap0s este
periodo, uma aliquota de cada cepa foi tranferida para tubos de ensaio contendo caldo BHI
para posterior medicdo da absorbancia em espetrofotdmetro em faixa de leitura 540nm. As
cepas foram padronizadas para proximo de 10° UFC/mL. Os testes foram realizados com
QAB, OECM e com gel da associacgdo entre QAB e OECM.

4.6.1 Concentracdo inibitéria minima (CIM)

Através do teste de microdiluicdo em placa de 96 pocos foram avaliadas as
concentracgdes inibitorias minimas (CIM) das substancias testes- QAB, OECM e gel de QAB
associado ao OECM. As microplacas foram preparadas de forma que cada compartimento
apresenta-se um volume final de 100 pL, com propor¢des variadas de caldo BHI e das
substancias testes atingindo ao final, diferentes concentragdes. Para o controle de esterilidade
foram adicionados 100 pLL do meio; para o controle de crescimento 80 pL do meio. A todos os
orificios foram adicionados 20 plL. do inoculo microbiano, com exce¢do do controle de
esterilidade. Os ensaios foram realizados em triplicata. As placas foram armazenadas em

estufa bacterioldgica a 37°C por 24h. Apds periodo de incubacdo, para determinacdo do CIM,
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foram adicionados 30 pL de resazurina 0,01% nos pogos. Apds 1 hora foi feita a andlise da

mudanga de cor. O experimento foi realizado em triplicata.

A resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-6xido) € um composto indicador de
Oxido-reducdo de cor azul que, na presenca de células viaveis, € oxidado a resazurina,
substancia de coloracdo vermelha (PALOMINO et al., 2002). Logo, a coloracdo azul indica
auséncia de crescimento microbiano enquanto que as variagdes de rosa e roxo sdo indicadores

da presenca de células viaveis para crescimento.

4.6.2 Concentracdo bactericida minima (CBM)

Para a determinacdo da CBM foram retiradas 10 pL, dos pogos que nao foram
adicionados rezasurina e transferidos para placas de Petri contendo meio agar BHI,
posteriomente incubadas a 37°C por 48 horas. A CBM seré considerada como sendo a menor
concentracdo a partir da qual ndo seja observado crescimento microbiano apos cultivo, na

auséncia das substancias testes. O experimento foi realizado em triplicata.

4.6.3 Analise da Fracdo de Concentracdo Inibitoria ou Fraction inhibitory concentration
(FIC)

A analise da combinacdo entre a QAB e 0 OECM foi realizada através do indice FIC,
que avalia a presenca se acdo sinérgica, antagdnica ou indiferente na combinacdo entre os
compostos. A FIC ¢ avaliada levando em consideracéo os valores obtidos através do CIM. O
calculo foi obtido segundo equacéo 7 abaixo.

Eq. 7

indice da amostra A indice da amostra B

MIC A na combinagdo MIC B na combinagdo

FIC (I): : FIC (1): .
MIC A do composto isolado MIC B do composto isolado
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O indice FICsing = FIC (1) + FIC (11). Quando FIC < 0,5 efeito sinérgico, FIC 0,5-1,0
efeito indiferente e FIC > 4,0 antagonismo.

4.6.4 Planejamento Fatorial 2°

O planejamento fatorial 2%, consiste em avaliar todas as possiveis combinagdes entre o
OECM e o gel de quitosana QAB. Diferentes concentracfes do OECM e do gel de quitosana
QAB foram empregadas neste estudo (Tabela 2). Este experimento foi realizado em duplicada

e 0 conjunto estatistico foi avaliado pelo programa Statistca 7.

Tabela 2- Concentragdes do OECM e do gel de quitosana QAB utilizados no planejamento fatorial.

Produtos testes ) 0) (+)
OECM 0,01 pl/mL 0,025 pL/mL 0,04 uL/mL
GEL QAB 0,2 mg/mL 0,6 mg/mL 1 mg/mL

4.7 TESTE DE CITOTOXICIDADE: POTENCIAL DE IRRITABILIDADE

O teste de irritabilidade foi realizado utilizando o Teste da membrana corioalantdide
do ovo de galinha o HET- CAM (Hen's Egg Test on the Chorioallantoic Membrane) segundo
Steiling et al., (1999), para a execucdo do teste foram utilizados ovos de galinha incubados
durante 10 dias. Como substancia controle irritante foi utilizado o lauril sulfato de sodio a
1%. No décimo dia de incubacdo, o reservatério acima do espaco aéreo do ovo foi removido,
a membrana corioalantéide do ovo exposta e umedecida com salina fisiologica a 0,9%. A
salina foi removida cuidadosamente com algod&o, expondo a membrana corioalantoide. Uma
aliquota de 200pl das substancias testes- QAB, OECM e o gel de QAB associado ao OECM
foram aplicados na membrana corioalantéide do ovo fertilizado. Durante 5 minutos foram
avaliados os efeitos irritantes como: hemorragia, lise e coagulagdo. O tempo foi medido em

segundos e aplicado a equacao 8:
Eq.8

(301- Hemorragia) x5 + (301- Lise) x7 + (301-Coaqulacao) x9
300 300 300
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Apos a aplicacdo da formula os valores foram avaliados de acordo com a média e o
desvio padrdo da média e os valores classificados de acordo com a tabela 3.

Tabela 3- Classificagdo do nivel de irritagdo segundo teste HET-CAM

Categoria de Irritacéo Faixa de Pontuagéo
N&o irritante 0-0,9
Ligeiramente Irritante 1-4,9
Irritante 5-8,9

Muito Irritante 9-21
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DA QUITOSANA

5.1.1 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

A técnica de espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (IV) é baseada na
vibracdo caracteristica de grupos funcionais, bastante utilizada para caracterizar compostos

naturais como os biopolimeros. A figura 3 mostra o espectro de absorcdo e as bandas
caracteristicas da quitosana.

Figura 3- Espectro de absorg¢do da regido do infravermelho 1V da quitosana QAB
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A banda caracteristica larga e intensa presente na regido 3440,62 cm™ é conseqiiéncia
dos estiramentos dos grupos—OH ligados a estrutura do polimero da quitosana bem como da
agua presente nos biopolimeros, é uma regido importante para caracterizacdo da quitina e da
quitosana. A banda presente na regido 2534,86 cm™, representa os estiramentos simétricos e
assimétricos das vibragbes das ligagdes C-H. A absorcdo na banda 1644,53 cm™ esta

relacionada a amida I, referente ao grupo funcional acetoamida que corresponde a amida
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residual da quitosana, comprovando que a quitosana ndo esta totalmente desacetilada
(KUMA-KRISHNAN et al.,, 2015). A amida Il, observada na banda 1436,11 cm™ esti
relacionada com o grupo N-H no plano e o estiramento C-H, que demostra a prevaléncia de
amina livre NH,. J4 a banda 1207,60 cm™ representa o grupo C-O-C presente na estrutura e a

vibracdo do grupo OH.

De acordo com os resultados encontrados na espectroscopia do IV (Infravermelho), o
polimero é caracterizado como quitosana, pois apresenta 0s espectros de absor¢do nas bandas
que padronizam a quitosana assim como residuos de grupamentos amida que refletem o seu
grau de desacetilagdo, coroborando com os resultados encontrados por Zawadzki e
Kaczmarek, (2010).

5.1.2 Ressonancia Magnética Nuclear: Grau de desacetilacdo GD%

O grau de desacetilacdo € definido como o nimero de grupamentos amina em relacao
ao numero de grupamentos amida da cadeia polimérica, é considerado um dos principais
parametros na caracterizagdo da quitina e da quitosana. Para determinar o grau de
desacetilacdo da quitosana neste trabalho foi utilizada a técnica de ressonancia nuclear
magnética de hidrogénio- RMN *H. A ressonancia magnética nuclear de *H é uma técnica que
permite a quantificacdo de alto grau de desacetilacdo. Segundo Lavertu, et al. (2003) a
determinacéo do grau de desacetilacido por RMN H é feita utilizando uma relacdo entre os
picos referentes aos protons do grupo acetoamido da quitina e os outros prétons, exceto o

préton do carbono anomérico (C;) da quitosana/quitina (Figura 4)

D = Deutério

Carbono anomérico

Figura 4- Esquema com a numeraco dos prétons que aparecem no RMN *H. Fonte: Anjos (2005).
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Nesta técnica, a amostra de quitosana é dissolvida em uma solucdo de &cido cloridrico
deuterado resultando em uma solugdo viscosa, para impedir interagdes intermoleculares e
intramoleculares, que modificam a integracdo dos picos, influenciando o valor do grau de
desacetilacdo a medida é realizada a 50°C. Também é necessario que as medidas sejam
realizadas rapidamente, para minimizar problemas causados pela hidrolise da quitosana, ou
seja, a quebra das ligagdes glicosidicas que formam o biopolimero. A Figura 5 a seguir mostra

os resultados do RMN *H, para quitosana desacetilada.

Figura 5 - Espectro de RMN 'H do composto de quitosana (QAB), derivado da mistura entre quitosanas de

crustaceo de alto e baixo peso molecular.

oD

Hl

HaC
JI‘L_ ”
R R L R S e R T e T n s SedErRan ey T T TR I O OO T
75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4 15 2.0 1.5 1.0 Prm
— L

9.06

2.51

Tabela 4- Integracdo dos picos do espectro de RMN *H do composto de quitosana (QAB), derivado da mistura

entre quitosanas de crustaceo de alto e baixo peso molecular para o célculo do grau de desacetilacéo.

Hidrogénios Integracédo dos Picos
H* 9,06
H? 15,62

TH234566 72,81
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A equacdo 2 s6 considera os picos do grupo acetoamido (H*) e dos hidrogénios do
carbono na posicdo 2 do anel glicopiranosidico (H?). A integracio dos picos encontra esta na
Tabela 4. A escolha desses dois picos se deve ao fato de que as areas relativas aos nucleos dos
grupos metila, presentes no grupo acetamido e ao ndcleo na posicdo 2 do anel

glicopiranosidico, estdo relativamente livres das influéncias do pico de HOD.

Tabela 5- Valor do grau de desacetilagdo (GD%) da quitosana QAB por RMN *H.

Grau de desacetilacio por GD %
RMN 'H
Quitosana QAB 80,66%

O valor obtido através do célculo utilizando a equagdo Eq. 02 (Tabela 5), estd de
acordo com os resultados encontrados por outros autores como Foster et al., (2015), que
avaliou o grau de desacetilacdo da quitosana com 55% e 80%, utilizando a mesma

metodologia abordada nesse estudo.

5.1.3 Cristalinidade por Difragdo de Raio-X

A estrutura cristalina esta relacionada com a distancia atbmica e sua regularidade. Os
polimeros como a quitosana nunca sdo 100% cristalinos, eles apresentam uma regido amorfa e
uma regido cristalina que é caracteristica da estrutura quimica da quitosana. A figura 6
apresenta os difratogramas das quitosanas de alto peso molecular (QA), de baixo peso
molecular (QB) e o composto de quitosana (QAB).

A quitina apresenta dois picos de maiores intensidades um pico em torno de 20° e
outro pico menor préximo 10°. Durante o processo de desacetilagdo da quitina para quitosana,
esses picos se mantém, mas o pico presente em 10° pode diminuir de acordo com o grau de
desacetilacdo da quitosana. Estes picos sdo evidenciados nos difratogramas das 3 amostras de
quitosana, na QA o pico 10° esta menor em relacdo a QB e a mistura QAB, 0 que evidencia
ser a amostra mais desacetilada. A cristalinidade estd relacionada com o grau de

desacetilagdo, quanto maior o GD% menos cristalina é a quitosana, mas também esta
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relacionada ao processo de producdo da quitina, tratamento com hidroxido de sédio e
temperaturas elevadas utilizadas no processo (DUAN et al., 2009).

A mistura entre as quitosana a QAB, apresenta 0s picos caracteristicos da quitosana
onde o pico em 10° esta menos intenso e o pico em 20° representa a reflexdo principal, o pico
cristalino e o pico amorfo, respectivamente. Est4 é uma evidéncia da cristalinidade parcial da
quitosana, sendo este resultado também encontrado por Duan et al., 2009 e Zawadzki,
Kaczmarek, 2010.

Figura 6- Difratogramas DRX das quitosana (A) Quitosana comercial alto peso; (B) Quitosana comercial baixo
peso; (C) Quitosana comercial alto + baixo peso QAB.
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5.1.4 Massa Molar: Medida de Viscosidade

Assim como o grau de desacetilagdo a massa molar da quitosana constitui um dos
principais parametros determinantes para a sua aplicabilidade bioquimica e biofarmacoldgica,
tendo em vista que ambos os fatores influenciam nas suas caracteristicas, a exemplo da
viscosidade (THARANATHAN, et al., 2012).
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A viscosidade polimerica é a medida do volume hidrodindmico do polimero em
solugdo. Os tamanhos das moléculas presentes no polimero influenciam na sua viscosidade.
Por apresentarem moléculas de maior tamanho que o0s solventes empregados para sua
diluicdo, a viscosidade da solugdo é maior quando comparada com a do solvente puro. Com
isso, o resultado da viscosidade polimerica € resultante de um comparativo entre o tempo de
escoamento do solvente com o tempo de escoamento da solucdo polimerica, em concentracdo
e temperatura determinada.

A massa molar da quitosana QAB foi determinada utilizando a viscosidade e o0s
valores da viscosidade especifica, reduzida e intrinsica. A viscosidade especifica da amostra
de quitosana QAB foi obtida através da aplicacdo da média dos tempos de escoamento

descritos na Tabela 6 na equacéo 3.

Tabela 6- Valores da concentracdo da quitosana QAB estudada, tempo de escoamento medida pelo viscosimetro
e media dos tempos para cada concentragdo da quitosana estudada.

CONCENTRACAO T1 T2 T3 MEDIA (T)
QUITOSANA
0,1 31,94 31,95 31,95 23,985
0,2 33,21 33,24 33,22 24,9675
0,3 34,57 34,56 34,54 25,9925
0,4 36,77 36,77 36,75 27,6725
0,5 38,62 38,61 38,58 29,0775
0,6 40,23 40,21 40,2 30,31
0,7 41,95 41,93 41,87 31,6125
0,8 43,47 43,48 43,47 32,805
0,9 46,12 46,06 46,09 34,7925
1 48,14 48,07 48,27 36,37
0 29,8 29,8 29,79 22,3475

A viscosidade reduzida foi obtida através da viscosidade especifica dividida pela
concentracdo, tendo como dimensdo o inverso da concentracdo (Equacdo 4). Através da
viscosidade reduzida pode-se plotar um grafico, tendo como eixos viscosidade reduzida
versus contracdo (Equacdo 5). A viscosidade intrinsica esta relacionada com a massa molar
viscosimétrica média, atraves da equacdo de Mark-Houving (Equacao 6).

Como resultado obtido, o composto de quitosana (QAB) no presente trabalho
apresentou massa molar viscosimétrica de 6,03 x 10*. Este valor é considerado de baixo peso

molar, sendo compativel com os resultados encontrados na literatura, de acordo com peso
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molar pode se definir varios parametros da caracterizacéo da quitosana (SARMENTO, 2012).
Quitosana com massa molecular menor é considerado um polimero mais maleavel e de fécil

manuseio para aplicacdo como antimicrobiano topico (DASH et al., 2011).

5.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A avaliacdo da atividade antimicrobiana in vitro foi realizada segundo a técnica de
microdiluicdo, utilizando placa de 96 pocos. O CIM foi determinado como a ultima
concentracdo que ndo cresceu microrganismo com a revelacdo da resazurina. O CBM foi
determinado pela Gltima concentracdo que houve crescimento em placa contendo meio agar
BHI, na auséncia das substancias testes, através do retrocultivo do pogo acima do valor do
CIM. Os resultados estdo expressos na tabela 7 com as concentracdes em (mg/mL) para a
QAB, OECM e juncao de QAB com OECM.

Os valores de CIM e de CBM frente & S. aureus foram iguais para QAB (4mg/mL) e
para E. coli foram respectivamente de 2mg/mL e de 4mg/mL. A atividade antibacteriana da
quitosana esta intimamente ligada a sua natureza cationica, que permite a interacao entre 0s
lipideos carregados negativamente presentes nas menbranas das bactérias expostas a
quitosana, o que leva a um desequilibrio de menbrana e gera a perda de material intracelular
assim como permite a penetracdo da quitosana causando ainda mais dano e levano a morte da
célula bacteriana (KONG et al., 2010). A acdo mais eficiente na bactéria E. coli, esta ligada ao
baixo peso molar da quitosana onde o estudo realizado por Younes et al., (2014), demostrou
que quanto menos o peso molecular da quitosana maior é o seu efeito antibactericida frente a
bactérias gram negativas como a E. coli. Além disso, bactérias gram negativas apresentam
uma hidrofilicidade maior do que as bactérias gram positivas o que confere um sensibilidade
maior a quitosana (CHUNG et al., 2004, DU et al., 2009).

Na determinacdo do CIM, utilizando o OECM frente a S.aureus e E. coli, foram
encontradas as concentragdes de 13,5 mg/mL e 22,5 mg/mL respectivamente. Contudo, a
CBM néo foi encontrada para 0 OECM, tanto para S. aureus como para E. coli, demonstrando
que 0 OECM apresentou apenas efeito bacteriostatico frente as cepas testes. Segundo Okoh et
al., (2010), os dleos essenciais apresentam atividade antimicrobiana frente a bactérias gram
positivas e gram negativas, o que foi evidenciado pelo resultado do CIM mas o OECM teve
sua acdo mais efetiva em menor concentracdo contra a bactéria gram positiva testada o

S.aureus. Doran et al.,(2009), sugeriu que os vapores formados por 6leos essenciais podem
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reduzir o nivel de S.aureus resistente a meticilina (MRSA) no ar e nas superficies, mostrando

ser eficaz no tratamento de infec¢des resistentes aos antibidticos convencionais.

A associacao do 6leo essencial OECM e da quitosana QAB, foi testada para verificar
se ocorria sinergismo, antagonismo ou indiferenca quanto a combinagdo das duas substancias.
Os valores de CIM e de CBM frente a cepa de S. aureus para a associacdo QAB + OECM
3mg/mL+ 13,3mg/mL e de 5mg/mL + 22,5 mg/mL, respectivamente. Para E. coli exposta a
QAB+EOCM as concentracdes CIM e CBM foram de 1,5mg/mL + 6,75mg/mL e de 4mg/mL
+ 18,5mg/mL, respectivamente. O resultado mais significativo ocorreu na E. coli, onde a
concentracdo do OECM diminuiu de 22,5 mg/mL para 6,75 mg/ mL em relacdo a CIM, como
também ocorreu reducdo, mas em menor escala da concentracdo da quitosana de 2 mg/mL
para 1,5 mg/mL. Através do resultado pode-se inferir que a quitosana teve um papel de
carreador do OECM, j& que este polimero age na membrana do microrganismo modificando a
permeabilidade e facilitando a entrada do OECM.

Segundo Sokovic et al.,(2010), os OE podem ser utilizados para o tratamento clinico
de infeccdes devido a sua atividade em baixas concentracfes sem apresentarem toxicidade,
sendo efetivo assim em doencas causadas pela infeccdo de E. coli e Salmonella entre outras
bactérias patogénicas do trato gastrointestinal de animais e seres humanos. A acdo em
conjunto com a quitosana diminuiu a concentracdo do OECM mantendo a efetividade contra
E. coli, e confirmando a atividade da quitosana também frente a bactérias gram negativas
(PARK et al., 2004).

O CBM para as amostras testadas frente as bactérias S. aureus e E. coli, verificou-se
que tanto 0 OECM, quanto a QAB e a associacdo OECM +QAB, foram bacteriostaticas com
a confirmacdo do crescimento em placa de petri contendo meio BHI em todas as

concentracgdes testadas.
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Tabela 7 - Atividade antimicrobiana, com determinagdo da concentragdo minima inibitoria (CIM) e da
concentracdo minima bactericida (CBM) para o composto de quitosana de alto e baixo peso molar (QAB), do
6leo essencial de Cymbopogon martini (OECM) e da associacdo entre QAB e OECM para Staphylococcus

aureus e Escherichia coli.

Microorganismos CIM CBM
testes QAB* EOCM* QAB/EOCM* | QAB* EOCM* QAB/EOCM*
S. aureus 4 13,5 3/13,5 4 -- 5/225
E. coli 2 22,5 1,51/6,75 4 - 4/18,5

*Valores em mg/mL.

5.3 PLANEJAMENTO FATORIAL 2%E ANALISE DA FRACAO DE CONCENTRACAO
INIBITORIA (FIC)

Os componentes dos OEs ao interagirem com outros compostos podem modificar ou
apresentar modificagBes na sua atividade antimicrobiana, através de quatro tipos de efeitos:
Sinergismo, antagonismo, aditivo ou indiferente (BASOLE, et al., 2012).

Para avaliar a associacdo dos componentes foi realizado o planejamento fatorial 2° e a
andlise da fracdo de concentracdo Inibitoria (FIC). Observando primeiramente os graficos de
Pareto (Gréafico 1 e 2) obtido através do planejamento fatorial é possivel observar que nas
concentracdes utilizadas da quitosana QAB apresentou influencia negativa no crescimento
microbiano da E. coli e S. aureus. Analisando o OECM, o 6leo apresentou influencia positiva
no crescimento de E. coli assim como também apresentou significancia estatistica, mas
apresentou influéncia positiva para S. aureus, nas concentragdes utilizadas.

A associacdo entre ambos os componentes demonstraram influéncia negativa para E.
coli e para as cepas de S. aureus, porém na cepa S. aureus nao ocorreu significancia estatica

como ocorreu para cepa de E. coli .
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Grafico 1- Grafico de Pareto para cepas de E.coli

p=.05

Standardized Effect Es timate (Absclute Value)

Gréfico 2- Gréfico de Pareto para cepas de S.aureus

70531

Tby2 -2,88218

p=.058
Standardized Effect Es timate {Absolute Valug)

Para os valores de FIC, obtidos a partir dos valores MIC foram obtidos de acordo com
a equacao descrita na metodologia. A associac¢do entre os componentes apresentou indice FIC
de 1,75 para cepas S.aureus. Em cepas de E. coli a combinagdo dos compostos apresentou
FIC de 1,05. Na literatura é possivel encontrar valores variaveis para determinar a faixa do
FIC (BASOLE, et al., 2012). Entretanto neste trabalho foi considerado como valores padroes
sendo, FIC < 0,5 efeito sinérgico, FIC 0,5-1,0 efeito indiferente e FIC > 4,0 antagonismo.
Dessa forma, neste trabalho a associagdo demonstrou efeito indiferente na atividade dos

compostos.
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5.4 TESTE DE IRRITABILIDADE — HEN’S EGG TEST ON THE CHORIOALLANTOIC
MEMBRANE (HET-CAM)

A membrana corioalontoide do ovo de galinha fecundado (CAM) compreende uma
vasculatura funcional que apresenta similaridade com as mucosas de mamiferos, e devido a
iIsso 0 HET-CAM tem sido proposto como um modelo para simular a resposta de tecidos
vivos a uma substancia teste, sem uso de animais (Bagley, Waters, Kong, 1994). Os efeitos
agudos induzidos por uma droga nos vasos sanguineos e nas proteinas constituintes da CAM
simulam os efeitos induzidos pela mesma substancia quando aplicado o teste de olho de
coelho. HET-CAM apresenta vantagens, tais como aceitabilidade como teste ndo animal,
simplicidade e rapidez em sua execucdo, sensibilidade e por ser relativamente barato
(Luepke, 1985; Vargas et al, 2007).

Na Alemanha e na Franca, o método de HET-CAM foi oficialmente aceito como um
ensaio in vitro valido, para predicdo de substancias irritantes graves (Steiling et al 1999). As
leis que regulam a experimentacdo animal permitem protocolos com embrides de galinha
com até 10 dias de fecundados sem autorizacdo dos comites de experimentacdo animal.
(Bagley, Waters, Kong, 1994; Luepke, 1985; Vargas et al, 2007).

As substancias testes foram avaliadas separadamente quanto ao seu grau de
irritabilidade. Para cada amostra foram realizadas cinco medig¢des avaliando o surgimento,
em segundos, dos parametros caracteristico de lise, hemorragia e coagulacdo , resultados
expressos na Tabela 8. Os valores do tempo em segundos foram adicionados na equacdo 8

descrita na metodologia a fim de avaliar o potencial de irritag&o.
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Tabela 8- Determinacdo do potencial de irritacdo pela presenca dos pardmetros lise, hemorragia e coagulacéo da
quitosana de alto e médio peso molar (QAB), 6leo essencial de Cymbopogon martini 1% (EOCM) e associacéo
entre as substancias QAB + EOCM 1% pelo teste da membrana corioalont6ide do ovo. Controle positivo: lauril
sulfato de sodio 1% (LSS1%).

Parametros de Substancias testes

Irritabilidade EOCM 1%  QAB Associacio  LSS1%
da CAM QAB + EOCM

Lise 0.0x0.0 0.0£0.0 0.0+£0.0 6.0£1.0
Hemorragia 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0 48 £3.0
Coagulacao 0.0x0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 63 £3.0
Potencial de irritacao 0.0+0.0 0.0x0.0 0.0x0.0 17.74£0.4

Né&o-irritante: 0.0-0.9; pouco irritante: 1.0-4.9; Irritante: 5.0-8.9 e Severamente
irritante: 9.0-21.0

O composto de quitosana (QAB) ndo apresentou quaisquer dos parametros de
irritacdo, sendo considerado ndo irritante. A quitosana é um biopolimero de natureza
hidrofilica capaz de apresentar degradacdo através de enzima humanas, dessa forma sendo
considerado biocompativel e biodegradavel (AHMADI et al., 2015). Estes resultados
mostraram-se de acordo com o0s obtidos pelo grupo de estudo do Laboratério de
Microbiologia da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) (STAMFORD et al., 2013).

O OECM a 1%, bem como a associacdo entre QAB + OECM 1% ndo apresentaram
nenhum dos sinais de irritacdo estabelecidos pela metodologia do HET-CAM, sendo ambos
considerados ndo irritantes. A incorporacdo de OEs a possiveis agente carreadores superam as
limitacdes relacionadas a baixa solubilidade dos 6leos em agua, assim como aumenta a
estabilidade fisica dos compostos e podem melhorar a bioatividade do 6leo assim como a

reducdo de possiveis reacdes indesejadas (SEVERINO, et al., 2014).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos nesse trabalho, a mistura entre a quitosana de
alto e de baixo peso molar, mostrou-se um composto com todas as caracteristicas esperadas,
sendo um polimero semi-cristalino, peso molar baixo e com grau de desacetilacdo de 80,66%,
de facil manipulacéo e uso. Essas caracteristicas encontradas na QAB influenciam na sua acéo
antimicrobiana como também na interacdo com as moléculas do OECM. Tanto a QAB como
0 OECM ndo demonstraram potencial irritante através do teste HET-CAM, o mesmo foi
demonstrado apds a associagdo destas duas substancias. Nos testes antimicrobianos 0 OECM
se mostrou mais eficaz contra S. aureus, contudo tendo apenas agdo bacteriostatica. O
composto de quitosana se mostrou mais eficaz contra E. coli, na associacdo entre 0 QAB +
OECM, o resultado mais significativo ocorreu na E. coli, onde ocorreu reducdo da
concentracdo inibitéria minima do OECM. Contudo € importante salientar que a associacao
QAB + OECM conferiou ao 6leo um efeito cida, ndo observado com o mesmo puro. Através
do FIC, a associacdo teve um papel indiferente. Diante do exposto, pesquisas deverao ser
feitas para elucidar o mecanismo de acdo da associacdo da QAB com o OECM frente a
bactérias gram negativas, assim como a toxicidade da QAB e do OECM deve ser investigada
mais detalhadamente.
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