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RESUMO

A Resisténcia bacteriana aos antibioticos é considerada um alarmante problema de saude
publica. Visando o controle dessa situacdo a Organizacdo Mundial de Salde preconiza 0 uso
consciente e controlado dos antibidticos. Além disso, a fim de combater cepas bacterianas
resistentes € preciso que novos agentes biocidas sejam pesquisados e avaliados quanto a sua
atividade antibacteriana. O Gleo essencial de Melaleuca alternitifolia ou tea trea oil (TTO)
apresenta propriedades bioldgicas, como atividade antimicrobiana, anti-inflamatéria e
antiparasitaria. O TTO € constituido por monoterpenos e alguns alcoois e cetonos, que podem
desencadear reacdes irritantes. Dessa forma, estudos tém sido realizados a fim de incorporar o
TTO a materiais que possam diminuir os efeitos adversos do 6leo. Quitosana € um
biopolimero atdxico, biodegradavel, com atividade antimicrobiana de amplo espectro e que
apresenta a capacidade de reduzir a toxicidade de certas substancias quando associada as
mesmas. Neste contexto, o presente estudo objetivou realizar a prospeccdo da atividade
antimicrobiana e citotoxica do gel de quitosana associado a0 TTO. As quitosana de alto e de
baixo peso molar (QAB) adquiridas da Sigma® foram misturadas nas proporcoes de 1:1 e
diluidas em &cido acético 1% para obtencdo de uma solugdo a 10mg/mL do polimero. A
quitosanas obtida foi caracterizada quanto suas caracteristicas estruturais, grau de
desacetilacdo e peso molar, respectivamente, pelas técnicas de espectrofotometria de
infravermelho, ressonéncia magnetca nuclear de hidrogénio 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. O TTO foi adquirido da Ferquima®, que disponibilizou sua
composicdo quimica, tendo como compostos predominantes terpineno-4-Ol e gamma-
terpineno. A atividade antimicrobiana da QAB, do TTO e da associacdo QAB+TTO foi
determinada através da técnica de microdiluicdo, obtendo-se as ConcentracGes Inibitoria
Minima (CIM) e Concentracdo Bactericia Minima (CBM), frente as cepas de Staphylococcus
aureus e Escherichia coli. Os valores encontrados para CIM e CBM para S.aureus foram,
respectivamente, de 4mg/mL para QAB, 13,5mg/mL para TTO e 3mg/mL/13,5mg/mL e de
2mg/mL/9mg/mL para associacdo QAB+TTO. Em cepas E.coli os resultados de CIM e CBM
foram, respectivamente, de 2mg/mL e 4 mg/mL para QAB, 22,5mg/mL e 9mg/mL para TTO
e de 1,5mg/mL/6,75mg/mL e 3mg/mL/13,5mg/mL para associacdo QAB+TTO. A anélise
para presenca de sinergismo entre TTO e QAB foi realizada por planejamento fatorial 22
usando concentracdes sub-CIM de ambas as drogas. Verificou-se que a associacdo foi
classificada como indiferente. O potencial irritante das susbtancias 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 apods a
exposicdo as substancias testes. O TTO1% apresentou-se altamente irritante, enquanto a QAB
e a associacdo TTO/QAB nao foram irritantes. Com isso pode-se concluir que mesmo nao
apresentando sinergismo entre 0s compostos a quitosana apresentou um importante efeito
sobre o TTO, reduzindo o indice de irritabilidade assim como a concentracdo de TTO
necessaria para apresentar atividade bactericida frente aos microorganismos testes.

Palavras Chaves: Biopolimero. Produtos bioativos. Citotdxicidade. Sinergismo.



ABSTRACT

Bacterial resistance to antibiotics is considered an alarming public health problem. For the
control of situation the World Health Organization recommends the conscious and controlled
use of antibiotics. However, in order to fight resistant bacterial strains is necessary that the
new biocidal agents are researched and evaluated for their antibacterial activity. The essential
oil of Melaleuca alternifolia or tea tree oil (TTO) has biological properties such as
antimicrobial, anti-inflammatory and anti-parasitic. The TTO is composed of monoterpenes
and some alcohols and cetonos, which can cause irritating reactions. Therefore, many studies
are being performed to incorporate TTO to other materials to diminish its adverse effects.
Chitosan is a polymer nontoxic, biodegradable, with a broad spectrum antimicrobial activity,
which has the ability to reduce the toxicity of certain substances when associated therewith.
The present work aimed to prospect the anti-microbial activity and cytotoxicity from the
chitosan gel associtated with TTO. 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. A quitosana
apresentou grupos funcionais caracteristicos do polimero, grau de desacetilacdo de 80,66% e
peso molar de 6,03 x 10%g/mol. Essential oil of Melaleuca alternifolia (TTO) was purchased
from Ferquima®, which released its chemical composition, which had as terpinene-4-ol and
gamma-terpinene as predominant compounds. The antimicrobial activity of the CHL, the
TTO and CHL + TTO 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 for MIC and MBC for S. aureus
were, respectively, 4mg/mL for CHL, 13,5mg/mL for TTO and 3mg/mL/13,5mg/mL and
2mg/mL/9mg/mL for association CHL+ TTO. In E.coli strains the MIC and MBC results
were, respectively, 2mg/mL and 4mg/mL for CHL, 22,5mg/mL and 9 mg/mL for TTO and
1.5mg/mL/6,75mg/mL and 3mg/mL/13,5mg/mL for CHL + TTO association. The analysis to
measure the synergy between TTO and QAB 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. TTO 1%
showed the highest degree of irritation, while CHL and the association of the compounds
were considered non-irritating. Thus, although no synergy was observed between the
compounds, the chitosan showed an important effect over the TTO by reducing the irritability
rate as well as the final concentration of TTO needed to induce anti-bacterial activity against
the tested microorganisms.

Key-words: Biopolymers. Bioactive products. Citotoxicyty. Synergism
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1 INTRODUCAO

A resisténcia antimicrobiana tém sido considerada um dos mais graves problemas
mundiais que atinge a salde publica. Segundo a Organizacdo Mundial de Satde (OMS)
aproximadamente 25 mil mortes registradas na Unido Européia sdo ocasionadas por quadros
infecciosos relacionados a cepas resistentes a antibioticos (OMS, 2015). Devido ao novo
quadro mundial de salde, novas propostas terapéuticas tém sido pesquisadas afim de
estabilizar e regredir a incidéncia de cepas resistentes a antibidticos.

A Melaleuca altertifolia também conhecida como “tea tree” € uma arvore de origem
australiana. Historicamente as folhas da M. auternitifolia eram comumente utilizadas pela
populacdo local com finalidades antissépticas, cicatrizante, contra micoses e picadas de
insetos (HAMMER; CARSON; RILEY, 2003). A obtencdo do 6leo essencial de melaleuca
também conhecido por tea trea oil (TTO) foi primeiramente realizada em 1925, através do
curandeiro Athur Penforld que tambeém avaliou as possiveis propriedades do 6leo. Muitos
estudos utilizando o TTO estdo relacionados com a sua atividade antimicrobiana,
antinflamatéria, e anticancerigenea (CALCABRIM et al., 2004). Atualmente o TTO é
regulamentado através da International Organization for Standardization (ISO) 4730-2004.

Segundo a ISO os 6leos essenciais (OEs) sao definidos como dleos volateis obtidos de
plantas por processo de destilagcdo. Quimicamente os OEs sdo constituidos por grupos
terpenos, fenilpropanoides e compostos oxigenados, como alcoois, cetonas e aldeidos
(MEDEIROS, 2013). Embora os OEs sejam conhecidos popularmente pelas suas 6timas
atividades bioldgicas, alguns de seus constituintes podem estar relacionados a efeitos
irritantes, como no caso do 1,8 cianole no TTO. Outro fator limitante dos OEs é seu carater
hidrofobico e de alta volatilidade. Devidos a esses problemas, os OEs tém sido cada vez mais
inseridos a matrizes poliméricas que possam minimizar essas adversidades.

A Quitosana ¢ um dos mais importantes derivados da quitina, constituida por ligac6es
glicosidicas B1-4. A quitosana é obtido atraves de processos de desacetilacdo da quitina,
comumente realizados em condi¢cdes de meio alcalino, porém também sendo possivel obté-la
através de reacdes enzimaticas como a quitina desacetilase. A quitosana é relatada como um
biopolimero biodegradavel, ndo toxico e biocompativel apresentando aplicagdes no ramo
médico e farmacéutico (DAMIAN et al., 2005; SILVA; SANTOS; FEREIRA, 2006). As
propriedades da quitosana estdo intimamente correlacionadas ao peso molecular, ao seu grau

de desacetilacdo, assim, como a quitina de origem e seu processo de desacetilacao.
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Diversos estudos tém empregado a quitosana como meio carreador de diversas drogas,
visando a diminuicdo das concentra¢fes necessarias de algumas substancias, assim como uma
alternativa no combate a processos de resisténcias a antibidticos ja existentes. Por ndo
apresentar dados na literatura sobre a associagdo da quitosana ao TTO, o presente trabalho
teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana e citotoxica da quitosana associada ao
TTO.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar a atividade antimicrobiana e citotdxica do gel de quitosana associado com
6leo essencial de Melaleuca alternitifolia

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Formular um gel de quitosana, contendo quitosana de alto peso molar e baixo peso molar;

e Caracterizar a associacdo entre quitosana de alto peso molar e baixo peso molar;

e Formular um gel contendo quitosana de alto e baixo peso molar e associa-lo ao 6leo

essencial de Melaleuca alternitifolia;

e Auvaliar a atividade antimicrobiana da quitosana, do 6leo essencial de Melaleuca

alternitifolia, e da associacéo entre estes compostos;

e Avaliar do grau de irritabilidade da quitosana, do dleo essencial de Melaleuca

alternitifolia, e da associacéo entre estes compostos;

e Verificar se ha efeito sinérgico da quitosana e do 0leo essencial de melaleuca por

planejamento fatorial da atividade antimicrobiana.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 ANTIBIOTICOS: RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

Em 1928 Alexander Fleming observou a inibi¢do do crescimento microbiano em cepas
de Staphylococcus aureus circundadas por um bolor, posteriormente identificado como
Penicillium notatum. Este efeito de inibicdo entre microorganismos foi chamado de antibiose,
conceito inicial para denominar o que hoje se conhece como antibidticos (TORTORA,
FUNKE., CASE, 2009). Os antibioticos sdo substancias, produzidas em pequenas quantidades
por bactérias, fungos e actinobactérias, capazes de inibir o crescimento ou causar a morte de
outros microorganismos, como bacterias e fungos.

Os agentes antimicrobianos podem ser classificados de acordo com sua classe (beta-
lactdmicos, aminoglicosideos, glicopeptideos), geracdo (primeira, segunda, terceira geracao)
ou através da sua atividade, bactericida quando causa a morte do patdgeno, ou bacteriostatico,
quando inibem o crescimento microbiano (GUIMARAES et al., 2010; WALSH, et al., 2003).

ApoOs a descoberta e implementacdo da penicilina em 1929, novas classes de
antibioticos foram estudadas e empregadas no controle de inimeras doencas infecciosas,
época que ficou conhecida como a “Era do Ouro”, porém, apenas em 1940 os antibioticos
passaram a ser produzidos comercialmente e consumidos. A crescente comercializacdo, de
forma indiscriminada, desencadeou 0 surgimento de microorganismos resistentes as drogas
comerciais (SCHEFFLER, et al., 2013, PENESYAN; GILLINGS; PAULSEN, 2015). Em
1961, foram reportados os primeiros relatos de cepas Staphylococcus aureus Meticilina
resistente (MRSA) (DEBABOV, 2013).

A resisténcia antimicrobiana é considerada como a capacidade de um microorganismo
em inibir a acdo antibidtica, tornando assim o tratamento inefetivo, com a permanéncia da
infeccdo (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2015). O mecanismo de resisténcia
pode ser dividido em dois principais fatores, intrinseco e extrinseco (SANCHEZ, 2015). A
resisténcia intrinseca é um fator que independe da selecdo de antibidticos, estando
particularmente envolvida com a hidrofobicidade ao antibidtico e sendo mediada pelo
arcabouco celular (CULYBA et al.,, 2015). Bactérias Gram-negativas apresentam em sua
parede celular lipopolissacarideos (LPS) e proteinas externas, componentes que alteram a
permeabilidade e a sensibilidade aos antibidticos, a exemplo da vancomicina (DEBABOV,
2013).
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Transferéncias horizontais de plasmideos, transposons e outros elementos genéticos
que conferem resisténcia a antibiéticos, induzem ao mecanismo de resisténcia extrinseca, ou
seja, resisténcia desencadeada por mecanismos genéticos. Estudo em metagendmica e
gendmica avaliou que diferentes ecossistemas, como solo e a prépria microbiota humana
podem apresentar genes, conhecidos como resistome, responsaveis por induzir resisténcia a
determinados antibioticos (PENESYAN; GILLINGS; PAULSEN., 2015). As aquisicOes e
transferéncias genéticas conferem diversos mecanismos de protecdo a célula microbiana,
como modificacdo do sitio de ligacdo da droga (resisténcia a fluoquinolonas), inativacdo
enzimatica (beta-lactamases), superexpressao das bombas de efluxo e formacao de biofilmes.

Atualmente, o crescente aumento de cepas multirresistentes é um dos mais graves
problemas de saude publica enfrentado mundialmente, visto que é um dos principais fatores
do aumento da mortalidade e da morbidade por doencas bacterianas comuns (FRANCI et al.,
2015). De 60-89% dos casos de infec¢Oes nasocomiais estdo correlacionadas a cepas MRSA,
responsaveis por 19.000 mortes nos Estados Unidos (FAIR., TOR, 2014).

Entre o grupo Enterobacteriacea, as cepas de Escherichia coli demonstraram maior
suscetibilidade aos antimicrobianos, entretanto, a transferéncia horizontal de genes de
resisténcia tem modificado este conceito. Em 2011, o sorotipo E.coli O104:H4 foi
responsavel pela infeccdo de mais de 3.800 pessoas, ocasionando a morte de 54 pacientes, em
um surto ocorrido na Alemanha (FRANK et al., 2011; NORDMAN et al., 2011; POIREL et
al., 2010)

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude a resisténcia aos antibioticos € responsavel
por 25.000 mortes na Unido Europeia, com um custo na area hospitalar de, aproximadamente,
US$ 1,5 bilhdes de délares por ano (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2015). O
surgimento de cepas multirresistentes tém exigido medidas de monitoramento no uso de
antibioticos, assim, como inovacOes terapéuticas a fim de melhorar a eficacia do tratamento e
diminuir a incidéncias de novas cepas resistentes (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2015). Agentes com atividades antimicrobianas nio convencionais, como materiais
biologicos e fitoquimicos, tem despertado grande interesse na busca de novos tratamentos,

contra cepas multirresistentes (FRANCI et al., 2015).
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3.2 PRODUTOS NATURAIS E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O termo antibidtico, desde a descoberta da penicilina, esta correlacionado a
substancias quimicas especificas derivadas de organismos vivos ou produzidos por eles, que
apresentem atividade antimicrobiana (PELAEZ, 2006). Os antibidticos naturais podem ser
adquiridos a partir de diferentes fontes, como plantas, algas, animais, bactérias,
actinobactérias e fungos (GIAWALI., IBRAHIM., 2014), sendo estes dois Ultimos as
principais fontes utilizadas na producdo de antibidticos. O avanco na industria farmacéutica
permitiu a producdo de antibiéticos de origem semi-sintética e sintética que diferenciam-se
quanto as suas propriedades quimicas, espectro e mecanismo de acdo, sendo classificados
quimicamente como derivados de aminoécidos, aglcares, acetatos, propionatos, entre outros.

Embora o uso de microorganismo para aquisicdo de agentes antimicrobianos ainda
seja amplamente aplicada, a literatura indica maiores pesquisas com a utilizacao de plantas e
seus metabolitos como fontes seguras para obtencdo de antimicrobianos (GIAWALIL.,
IBRAHIM, 2014; HAYEK., GIAWALI., IBRAHIM, 2013; TAJKARIMIN et al., 2010). Em
um total de aproximadamente 422.000 espécies de plantas, conhecidas ao redor do mundo,
cerca de 72.000 espécies sdo conhecidas por apresentar algum efeito medicinal. Estima-se que
80% da populacdo mundial faca uso de plantas medicinais em atencdo primaria a saude
(CHANDRA., RAWAT., 2015; OMS, 2008).

O crescente aumento de cepas resistentes aos antibioticos convencionais tém
impulsionado pesquisas na descoberta e uso de novas fontes naturais com propriedades
antimicrobianas (AUMEERUDDY-ELALFI., GURIBI-FAKIM., MAHOMOODALLY.,
2015). Estudos com Acorus calamuns, Hemidesmuns indicus, Delonix regia, Emblica
officinalis, Terminalia belerica plantas encontradas no continente Indiano, demonstraram
apresentar atividade antibidtica frente a cepas MRSA (KALI, 2015).

A atividade antimicrobiana, encontrada em extratos de plantas deve-se em sua maioria
a presenca de compostos sintetizados por vias secundarias da planta, a exemplo dos OEs
(HAYEK et al., 2013).
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3.3 OLEOS ESSENCIAIS

Os 6leos essenciais (OEs) sdo liquidos volateis, oleosos, constituido por um complexo
de componentes de baixo peso molecular, aproximadamente abaixo de 500 Da (SHIZEMBU,
2015). Segundo a ISO, os 6leos essenciais sdo definidos como 6leos volateis obtidos de
plantas por processo de destilacdo. Entretanto, sua extragdo pode ser mediada por processos
de destilacéo, hidrodestilagéo ou extracdo por solventes (RAUT., KARUPPAYIL, 2015).

Ha& séculos os OEs sdo utilizados na producdo de cosméticos e perfumaria, assim,
como para fins farmacoldgicos e medicinais. As atividades dos OEs abrangem acfes
bactericidas, fungicidas, inseticida, e fitoterapicas (BURT, 2004; VOON et al., 2012).
Aproximadamente 3000 espécies de plantas aromaticas sdo produtoras de OEs, entretanto,
apenas 10% dos OEs produzidos apresentam interesse e valor comercial (REGNAULT-
ROGER et al., 2012). Com caracteristicas fisico-quimicas particulares os 6leos essenciais tém
despertado forte interesse na industria médica e farmacéutica, por apresentarem efeitos
bioativos particulares e por serem naturais e biodegradaveis geralmente, apresentando baixa
toxicidade, atuando em diversas moléculas alvo, tornam-se substancias de grande interesse
cientifico e comercial (FIGUEIREDO, et al., 2008; PAVELA, 2015).

Quimicamente os OEs apresentam aproximadamente de 20-60 componentes diferentes
sendo os terpenos e fenilpropanoides os principais encontrados (MEDEIROS, 2013;
VICTORIA, 2010). Compostos oxigenados, como alcoois, cetonas e aldeidos também
compreendem a composicdo dos OEs, em menores concentracdes (MEDEIROS, 2013). Os
componentes majoritarios que representam de 20-70%, do total sdo na maioria, 0s principais
responsaveis pela bioatividade do OE, embora quando isolados possam ndo demonstrar
bioatividade relevante (PAVELA, 2015; BAKALLI et al. 2008). Este fato deve-se a uma
atuacdo sinérgica entre os demais componentes presente nos OEs (RAUT; KARUPPAYIL,
2015; BASSOLE, 2012). Isman et al. (2008) avaliaram em seu estudo a atividade do dleo
essencial de Rosemery (OER) frente a larvas Lepdopteran larvae e concluiu que o efeito do
OER ¢ resultado de sinergismo entre os constituintes quimicos do OE.

Os Terpenos sdo o0s principais grupos de hidrocarbonetos que constituem
guimicamente os OEs. Os terpenos sdo formados por combinagdes entre unidades de

isoprenos, estrutura com cinco bases de carbono (Cs) (Figura 1).
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Figura 1- Estrutura quimica do Isopreno
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Os terpenos podem ser classificados de acordo com o numero de unidades de
isoprenos em sua estrutura em: monoterpenos (CioHsg), sesquiterpernos (CisHa4), diterpernos
(C0H3y) e tetraterpenos com oito unidades de isopropenos. Os monoterpenos sao as principais
classes de terpenos encontradas nos OEs, em uma taxa até 90% (Figura 2). Grupos de
terpenos com a presenca de O, em sua estrutura sdo denominados terpendides.

Os terpendides sdo compostos derivados dos terpenos, diferenciado pela presenca de

algum grupo funcional, como alcool, cetona, aldeido (BAYALA., 2014) (Figura 3).

Figura 2- Estrutura quimica dos Monoterpenos
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Fonte: Adaptado de Bayala et al, 2014.
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Figura 3- Estrutura quimica dos Terpenoides
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Fonte: Adaptado de Bakkali, et al., 2008

Em menor frequéncia que os terpenos e terpendides, 0s composto aromaticos sdo
derivados a partir do propil benzeno, através de mudancas em sua cadeia lateral (Figura 4).
Sua biossintese ocorre de maneira independente aos terpenos, porém sua sintese pode
coexistir em algumas plantas. As principais familias produtoras desses grupos sao

Apiaceae,Lamiaceae, Myrtaceae e Rutaceae.

Figura 4- Estrutura quimica dos compostos aromaticos
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Fonte: Adaptado de Bakkali, et al., 2008

Produtos originados do metabolismo secundarios de plantas podem execer atividade
potencializadora da atividade antimicrobiana ou como atenuantes da viruléncia, adequando a
resposta do sistema imune do hospedeiro a infeccdo (GONZALES-LAMOTHE, et al., 2008).

Caracterizagcdes quimicas dos OEs demonstraram que 0s terpenos e seus derivados
apresentam-se em niveis mais elevados, sendo estes os principais responaveis pela atividade
antimicrobiana encontrada nos OEs (SOLOZANOS-SANTOS, MIRANDA-NOVALES,

2011). O funcionamento e integridade da membrana celular é comprometido através da
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atuacdo dos monoterpenos que induzem mudangas no potencial da membrana, perda de
material citoplasméatico e inibicdo da cadeia respiratéria (GRAY., HAMMER., 2011).
Entretato a atuacdo do OE sobre a membrana celular pode ndo induzir a sua lise celular, mas
pode compromenter a espessura da parede celular e homogenidade do conteldo
citoplasmatico (GUINOISEU et al., 2010).

Embora as atuacgdes isoladas de alguns compostos dos OE demonstrem algum efeito
bioativo, estudos indicam que a maior parte dessas moléculas apresenta efeito reduzido
quando isoladas. Sendo melhor empregados em associacfes de moléculas ou associadas a
antibiéticos, modificando a permeabilidade da célula bacteriana frente a determinadas drogas
(SIMOES et al., 2009).

3.4 Melaleuca alternitifolia

Melaleuca alternitifolia, planta de origem Australiana, é conhecida comercialmente
como tea tree ou arvore de cha. O 0Oleo essencial de melaleuca ou Tea tree oil é o principal
produto de interesse cientifico e comercial. (WANG, et al., 2015; CARSON; HAMMER,;
RILEY, 2006). O TTO foi primeiramente isolado em 1925, devido a sua atividade
antibacterina e antifungica (BISCHOFF., GUALE., 1998).

O TTO apresenta na sua composicdo mais de 100 componentes sendo 0s principais
formados por monoterpenos, como terpinen-4-ol, linalool e alfa-terpinen, além de alguns
alcoois. O terpinen-4-ol esta presente entre 40%-60% em comparacdo aos demais compostos
(GUSTAFSON, et al., 2001; SAGAVE, et al., 2015; WANG, et al., 2015). A composicao do
TTO, € regulamentada pelo comité Australiano, International Organization for
Standardization (ISO 4730-2004), onde se encontram os valores maximos e minimos de
aproximadamente 15 componentes do TTO (Tabela 1) (HART et al., 2000; MANTIL; DALY;
AVIS, 2014; OLIVEIRA et al., 2011).

Devido as suas conhecidas propriedades bioativas, como atividade antimicrobiana,
antifangica, antiinflamatéria e cicatrizante, o TTO vém sendo amplamente incorporado em
produtos e formulagcbes topicas, como sabbes, gel ou creme de tratamentos e mascaras
(HAMMER, 2014).
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Tabela 1 - Componentes presentes no 6leo essencial Melaleuca alternitifolia

Composicao (%)
Componente
SO 4730 Composicéo tipica

Terpinen-4-ol =30 401

y-Terpineno 10-28 23,0

o-Terpineno 5-13 104
1,8-Cineocle =15 51
Terpincleno 1,5-5 3N
p-Cymene 0,5-12 2,9
¢-Pinene 1-6 2,6
u-Terpineol 1,56-8 24
Aromadendrene Minimo-7 1,5
o-Cadinene Minimo-8 1,3
Limoneno 0,5-4 1,0
Sabineno Minimo-3,5 0,2
Globulol Minimo-3 0,2
Viridiflorol Minimo-1,5 0.1

Fonte: Adaptado 1SO 4730- 2004

Atualmente, uma das maiores perguntas condutoras realizadas a respeito do TTO ¢
sobre seu nivel de irritacdo e toxicidade quando aplicado na pele humana. Segundo dados
apresentados pela literatura as reagdes irritantes em voluntarios submetidos ao tratamento com
TTO decresce em formulagdes topicas com niveis de TTO < 25% (CROSS., RUSSEL.,
2008). Presenca em niveis elevados do componente p-cymene estd intimamente
correlacionado com a taxa de foto-oxidacdo do Oleo, reacdo responsavel pelo surgimento de
quadros irritantes. Entretanto, esta capacidade de oxidacdo pode ser diminuida na presenca de
maiores niveis de alfa-terpineno, terpinoleno e gama-terpineno (CROSS., RUSSEL., 2008).
Estudos conduzidos por Aspres e Freeman (2003) avaliaram reacGes em pacientes submetidos
a cremes, pomadas e geis com diferentes concentragcdes de TTO, 5%, 25% e 100% no qual
demonstraram que a maior taxa de irritacdo esta relacionada ao uso de TTO puro (100%)
(HAMMER et al., 2006).

O TTO vém sendo aplicado em inimeras formulacdes topicas em gel, creme, pomadas
e semi-solido, geralmente em faixas de concentracdes de 1-10%. Essa aplicabilidade esta se
tornando cada vez mais crescente na tentativa de obtencdo de novas alternativas terapéuticas
(MANTIL; DALY; AVIS, 2014).
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O TTO apresenta elevadas concentracbes de monoterpenos, com presenca de
compostos oxigenados e hidrocarbonetos. A presenca de altos niveis de monoterpenos confere
ao TTO uma atividade antimicrobiana de amplo espectro, atribuida principalmente a atividade
do terpinen-4-ol. Estudos prévios avaliando microscopicamente cepas de E. coli submetidas
ao TTO indicaram perdas de constituinte celular e coagulacdo de constituintes
citoplasméticos, perdas de ions potéssio, assim, como inibicdo da respiracdo celular
(CARSON et al., 2006; COX et al., 2000; HAMMER et al., 2011). Avaliacdes em cepas de S.
aureus levantam hipéteses a respeito da acdo do TTO levando em consideragdo maultiplas
acOes ao invés de uma acdo isolada na parede celular. Porém sabe-se que a atividade do TTO
esta atribuida, principalmente a processos de desnaturacdo proteica alterando a estrutura e
fungdo da membrana celular (FALCI et al., 2015).

Os valores encontrados nos constituintes dos 6leos essenciais podem variar segundo
alguns fatores, como 0rgdo de extracdo da planta, localizacdo geografica e diferencas entre
espécies de uma mesma familia (HAJDARI et al., 2015). Em um estudo realizado por Falci et
al. (2015) a extracdo do Oleo essencial de Melaleuca sp., originaria do territorio Brasileiro
apresentou uma maior presenca do componente 1,8 cinaol, enquanto amostras de M.
alternitifolia com origem na Australia, apresenta como constituinte principal o terpinen-4-ol
com média de 40% enquanto o 1,8 cianole aparece em menor taxa, de aproximadamente 2%.
Essas caracteristicas sdo fundamentais para a determinacdo das atividades do 0Oleo e seus
componentes.

O terpinen-4-ol compreende 30-40% da composi¢do do TTO, principal responsave
pela atividade antimicrobiana atuando diretamente na membrana celular, alterando a
integridade e fisiologia bacteriana (CARSON et al., 2006; HART et al., 2000; OLIVEIRA et
al., 2011). Assim como o terpineno, alguns autores acreditam que a atividade antimicrobiana
do TTO, também esta correlacionada com a presenca do componente 1,8-cianol, que
indiretamente atua aumentando a permeabilidade da membrana ao TTO, facilitando a acéo de
outros agentes antimicrobianos (CARSON et al., 2002; HAMER et al., 2003; HART et al.,
2000; OLIVEIRA et al., 2011).

Segundo normas regulamentas pelo comité Australiano o TTO por apresentar
atividade antisséptica deve compreender valores de terpinen-4-ol e 1,8-cianol, acima de 30%
e abaixo de 15%, respectivamente  (INTERNATIONAL ORGANISATION
STANDARDISATION, 2004).
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3.5 ASSOCIACAO DE OLEOS ESSENCIAIS EM PRODUTOS BIODEGRADAVEIS

O aumento da preocupacdo com 0 meio ambiente tem impulsionado pesquisas para
uma melhor utilizacdo e reaproveitamento de fontes naturais para aquisicdo de produtos
biodegradavéis (MORADI, 2012). A Utilizacdo de biopolimeros a base de polissacarideos e
até proteinas tém aumentando devido a sua grande abundancia na natureza, sustentabilidade e
capacidade de formar uma matriz continua (GONTARD., GUILBERT, 1993). Celulose,
amido e quitosana sdo exemplos de polissacarideos lineares que formam filmes resistentes,
flexiveis e transparentes.

Componentes hidrofobicos, como os OEs tém sido inseridos em matrizes hidrofilicas,
a fim de melhorar a barreira de 4gua ou potencializar a atividade antimicrobiana (SANCHEZ-
GONZALEZ et al., 2010). A associacdo de OE a matriz polimérica pode favorecer a redugéo
da difusdo do OE, pois este passa a interagir com a estrutura quimica do polimero. A
liberacdo do agente antimicrobiano, a exemplo dos OEs, dependera de fatores, como a
interacdo eletrostatica entre o 6leo e o polimero, osmose, alteracdes estruturais e condi¢des do
meio externo (AVILA-ROSA et al., 2012).

Na industria alimenticia, a aplicacdo de biopolimeros, como quitosana, associados a
Oleos essenciais vém sendo utilizadas como maneiras alternativas e rentaveis para estender a
vida util pos-colheita de frutos, hortalicas e peixes (GOMEZ-ESTACA et al., 2010; XING et
al., 2011). Estudos ja demonstraram que a associacdo de 0leos essenciais a quitosana tem sua

atividade antimicrobiana aumentada (VU et al., 2011).
3.6 QUITINA E QUITOSANA

Com semelhanca estrutural da celulose, a quitina € um polissacarideo linear
constituido por ligacbes (1-4)-N-acetil-glucosamina (Figura 5), diferenciada pela presenca do
grupo acetamina (-NHCOCHj3) no carbono-2 (ZAGAR, 2015). A quitina desempenha um
importante papel na uniformizacdo e protecdo das paredes de alguns crustaceos, insetos e
alguns fungos (DUMITRIU et al., 1996).
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Figura 5 - Estrutura quimica da quitina
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Fonte: Xing et al., 2014

Em crustdceos a quitina é encontrada em propor¢des variaveis entre 20-30%,
dependendo da espécie e estacdo do ano (BADWAN et al., 2015; SILVA., SANTOS.,
FEREIRA, 2006). Naturalmente a quitina ndo se apresenta pura, pois estd associada a
algumas proteinas, minerais e pigmentos lipidicos, como carotenodides (AZUMA et al., 2015;
RINAUDO et al., 2006). Por apresentar uma estrutura semi-cristalina com extensas pontes de
hidrogénio, a quitina é altamente hidrofobica (ZARGAR., ASGHARI., DASHTI, 2015). Em
condicdes altamente alcalinas ou através de a¢Ges enzimaticas a quitina sofre desacetilacéo,
ou seja, perda dos grupamentos — NHCOCHj; (EL-SHERBINY ., EL-BAZ et al., 2015) (Figura
6). Nessas condicOes especificas a estrutura quimica da quitina apresenta reducédo dos indices
do grupamento amida <50% com simultdneo aumento na concentracdo do grupamento amina
(-NH) >50%, resultando na obtencdo do copolimero de quitosana (LIU, et al., 2011;
ZARGAR., ASGHARI., DASHTI, 2015).
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Figura 6 - Processo de desacetilacdo da quitina
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Fonte: Zagar., Asghari., Dashti, 2015

A estrutura quimica da quitosana apresenta variagdes entre residuos N-acetil-
glucosamina e unidades D-glucosamina (EL-SHERBINY ., EL-BAZ, et al., 2015). A presenca
de unidades ainda acetiladas na estrutura da quitosana sugere uma desacetilacdo parcial da
quitina, que ocorre devido a interrupcdo do processo de deacetilagdo. Enquanto a quitina
apresenta caracteristicas por ser insollvel a quitosana é altamente solivel em solucdes acidas
devido a presenca de grupamentos amina livres com valor de pKa em 6,3 (KUMIRSKA et al.,
2011). Em condicbes é&cidas o grupamento amina torna-se protonado permitindo a
solubilidade da quitosana, entretanto em situacdes com pH elevado as aminas adquirem carga
negativa tornando a quitosana insolivel (ZARGAR., ASGHARI., DASHTI, 2015). Alem da
faixa de pH, a solubilidade da quitosana esta intimamente ligada a distribui¢do do grupamento
acetil ao longo da cadeia determinado pelo grau de acetilacdo (GA), assim, como pelo peso
molecular da quitosana (SARMENTO., DASNEVES, 2012). Comercialmente, a quitosana é
definida pelo seu grau de desacetilacdo (GD) e pelo seu peso molecular, fatores
correlacionados com as propriedades bioldgicas da quitosana (DASH, et al., 2011).

O GD ¢é uma das caracteristicas mais importantes da quitosana, influenciando
principalmente na sua solubilidade (DAMIAN, et al., 2005; SANTOS., CIRILO., NUNES,
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2011). O GD determina a quantidade de grupo amino presente no biopolimero (KUMAR,
2004). A partir do grau de desacetilacdo pode-se obter quitosana com caracteristicas variaveis,
propriedades fisico-quimicas diferentes, solubilidade, viscosidade, biodegradabilidade,
atividade imunologica (SILVA; SANTOS; FEREIRA, 2006), assim como, propriedades
mecanicas, formacdo de géis e filmes (ASSIS; SILVA, 2003). Quitosanas que apresentam
maior GD apresentam maior taxa de compatibilidade, devido a presenca de maiores
concentracdes de grupamento amina livre, responsavel pela interacdo da quitosana com as
células (ZHOU et al., 2011).

O estudo do grau de desacetilacdo pode ser realizado através de alguns métodos ja
protocolados, a exemplo da ressondncia magnética nuclear (RMN) (MELO et al., 2006).
Entretanto outras metodologias podem ser aplicadas na determinacdo do GD, como
espectroscopia vibracional da regido do infravermelho (1), RMN **C e analise elementar.

As propriedades fisico-quimicas da quitosana dependem ndo somente do grau de
desacetilacdo, mas tambeém da sua massa molar media. A viscosidade de solucbes de
quitosana aumenta segundo o0 aumento da concentracdo da amostra, diminuicdo da
temperatura e aumento do grau de desacetilacdo (BEZERRA, 2011). Entretanto, a medida da
viscosidade € um método ndo absoluto, mas muito utilizado para estimar a massa molar média
de polimeros.

Segundo a massa molecular a quitosana pode ser classificada em baixo (100.000
g/mol), médio (500.000 g/mol) e alto peso molecular (1.000.000 g/mol) (DEE; RHODE;
WACHTER, 2001). A viscosidade pode ser medida através da razdo entre o tempo de
escoamento da solu¢do no viscosimetro e pelo tempo do escoamento do solvente puro pelo
viscosimetro.

A quitosana apresenta trés sitios ativos na sua estrutura molecular. O Primeiro, na
regido que compreende o grupamento amina, e mais dois grupos hidroxilas livres presente no
residuo glicosidico. O grupamento amina é responsavel pela natureza catibnica da quitosana
que fornece diferentes propriedades fisico-quimicas, assim como bioldgicas (EL-SHERBINY,
et al., 2015), como biocompatibilidade, biodegradabilidade, ndo toxicidade, atividade
antimicrobiana, anticancerigena, e atividade imunologica (XING et al., 2014; KIM, et al.,
2011; TOSHKOVA, et al., 2010).

A producdo de quitosana vem aumentando gradativamente, devido a sua aplicacdo em
diferentes ramos, como alimentos, quelacdo de metais e producdo de membranas simétricas
para separacdo de gases (DAMIAN et al., 2005). No Japéo ja € possivel encontrar disponivel

comercialmente pele artificial de quitina, que pode ser aplicado em casos de queimaduras
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superficiais, profundas ou de terceiro grau, aléem de outros tipos de lesGes traumaticas,
promovendo hemostasia, analgesia, e aceleragdo na cicatrizacdo (SILVA; SANTOS;
FEREIRA, 2006).

3.6.1 Atividade Antimicrobiana

Dentre as inimeras atividades bioldgicas que a quitina e quitosana apresentam a que
mais se destaca é a sua atividade antimicrobiana, inibindo o crescimento de microorganismos
como, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonoas aeruginosas, assim como
capacidade de inibicdo e reducdo na producdo de biofilmes caracteristicos de algumas
bactérias.

O mecanismo de inibigdo do crescimento ainda ndo é bem elucidado. Entretanto,
estudos mais recentes propdem que a atividade antimicrobiana da quitosana esta intimamente
ligada a sua caracteristica catidnica, onde a presenca de grupamentos amina de natureza
catibnica interage com as cargas negativas presentes na membrana celular microbiana
(JUNTER., THEBAULT., LEBRUN, 2016; SILVA; SANTOS; FEREIRA, 2006). Em muitos
estudos a quitosana é definida como tendo atividade bacteriostatica ou bactericida, sem ser
definida qual de fato é seu papel (GOT et al., 2009). Estudos recentes tém demonstrado que a
atividade anti-biofilme da quitosana inclui inibicéo e reducédo de biofilmes ja produzidos.

Zheng e Zhu (2003) demonstraram que para bactérias Gram-negativas a quitosana
apresenta maior atividade antimicrobiana quando seu peso molecular € menor, um vez que a
mesma apresenta um maior influxo nas células bacterianas, podendo associar-se a molécula
de DNA e inibindo a sintese proteica dessas bactérias. Ainda segundo 0s autores para
bactérias Gram-positivas quitosana de alto peso molar promovem a formacdo de filmes ao
redor das células bacterianas inibindo o aporte nutricional dessas células.

Na tentativa de esclarecer a acdo antimicrobiana da quitosana foram propostas trés
teorias. A primeira teoria, e atualmente a mais aceita, baseia-se na interacdo ibnica na
superficie da célula bacteriana. Acredita-se que ocorra uma interacdo entre a molécula de
quitosana, carregada positivamente, e as cargas negativas da célula. Esta interacdo, promove
alteracbes na permeabilidade da parede celular promovendo distarbios osmoticos ou a
hidrolise de peptideoglicanos da membrana plasmatica (KONG et al., 2010).

A segunda teoria atualmente aceita € a inibicdo da sintese de RNAm, onde ocorre a
interacdo do biopolimero quitosana de baixo peso com o DNA que inibe a sintese proteica
(PEDRO et al., 2009).
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Em sua constituicdo molecular o grupamento amino da quitosana é o responsavel pela
quelacdo de metais. Dessa forma, acredita-se que a quitosana atue como barreira entre o
microorganismo e 0 meio externo, atuando como agente quelante, removendo metais e
diminuindo o aporte nutricional essencial para o crescimento microbiano (WANG et al.,
2009), sendo esta a terceira teoria proposta para elucidar a atividade antimicrobiana do
polimero quitosana. Segundo Goy et al. (2009), é possivel que os trés mecanismos possam

estar envolvidos simultaneamente, entretanto em intensidades diferentes.

3.7 ASSOCIACOES ENTRE COMPOSTOS COM ATIVIDADE ANTIBIOTICA

A associacdo de antibidticos no auxilio terapéutico se tornou uma pratica comum na
clinica médica e farmacéutica, com o intuito de favorecer alguns mecanismos como aumento
do espectro de acdo do antimicrobiano, reducdo da resisténcia, diminuicdo da toxicidade e
promocé&o de sinergismo (ELIOPOLUS., ELIOPOLUS, 1998).

Os medicamentos podem interagir durante o preparo; no momento da absorcao,
eliminacdo ou durante a ligacdo com receptores especificos. Tendo em vista esses diferentes
momentos, 0 mecanismo envolvido durante a interacdo das substancias pode ser classificado
em farmacéuticas, farmacocinética e farmacodinamica (SECOLI, 2001).

As interagfes farmacéuticas ocorrem quando dois ou mais medicamentos Ssao
associdados em uma mesma solucdo, ocorrendo interagdes do tipo fisico-quimicos
acarretando alteracGes farmacoldgicas sendo essas, sinérgicas, indiferentes ou antagénicas.

O sinergismo ocorre quando um medicamento é capaz de intensificar a agdo de outro,
neste caso pode ocorrer uma potencializacdo do efeito medicamentoso, onde é possivel
coexistir efeitos de ambos os componentes. Interacbes medicamentosas indiferentes ocorre
qguando  associacdo entre um ou mais compostos ndo resulta positivamente nem
negaivamente. Por outro lado, hd associagdes entre medicamentos capazes de diminuir ou
bloguear os efeitos de um ou mais compostos emregados na formula, neste caso ha uma
inibicdo ou um antagonismo entre os medicamentos aplicados (OLIVEIRA, 1986).

Nos momentos atuais de resisténcia antibiotica, pesquisas a respeito de produtos
naturais com atividade antibidtica e suas possiveis associacdes tém sido uma interessante
alternativa (MEDEIROS, 2012).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENCAO DA MISTURA DE QUITOSANA DE ALTO MAIS BAIXO PESO
MOLAR

Neste estudo foram utilizadas quitosana de crustaceos de alto peso molar e quitosana
de baixo peso molar, ambas obtidas através da empresa Sigma®. As quitosana foram
misturadas em uma proporcdo de 1:1 e diluidas em &cido acético 1% para obtencdo de
quitosana a 20mg/mL. A solucdo da mistura foi agitada por 12h e em seguida a quitosana
formada foi precipitada com a adi¢do de hidroxido de sédio 10N até atingir de pH 9. Em
seguida a solugéo foi centrifugada a 4000rpm por 15min a quitosana precipitada foi lavada
com agua destilada e o pH estabilizado em 7. A amostra final de quitosana alto + baixo peso

molar (Quitosana QAB), foi liofilizada e caracterizada.

4.2 OLEO ESSENCIAL DE Melaleuca alternitifolia (TTO)

O oleo essencial de Melaleuca alternitifolia, adquirido pela empresa Ferquima® foi
avaliado pela empresa para as exigéncias descritas na 1SSO 4730-2004. A analise
cromatografica do TTO demonstrou 10 picos caracteristicos do dleo essencial de melaleuca,
obtendo como componentes majoritarios o terpinen-4-ol (42,10%), alpha-terpinene (10,40%)
e 1,8 cianole (1,60%). Os resultados foram comparados com os descritos na literatura (Tabela
2).

Para melhor aplicabilidade e manuseio do TTO, o 6leo foi primeiramente diluido em
Tween 80, obtendo uma concentracao inicial de 75% do d6leo TTO onde foi utilizado em
posteriores diluicBes. Para os ensaios in vitro novas diluicdes foram realizadas a partir do
TTO em Tween 80 a 75%, empregando agua destilada para a obtencdo de novas

concentragdes, 10% e 5%, em um volume fina de 4mL.

Tabela 2- Constituintes quimicos do 6leo Melaleuca alternitifolia
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COMPONENTES CONCENTRACAO LITERATURA
ALPHA-PINENO 2,7% 3% *
SABINENO 0,26% 0,4% *
ALPHA-TERPINENO 10,40% 9,85% *
PARA-CYMENO 1,60% 2,2% 3
LIMONENO 1,90% 0,8% *
1.8-CINEOLE 1,60% 2,7%"*
GAMMA-TERPINENO 22,40% 20,15% *
TERPINOLENO 3,40% 3,4%*
TERPINENO-4-OL 42,10% 41,98%*
ALPHA-TRPINEOL 4,50% 8,95% °

(1) D’arriago, M. et al., (2010); (2) Cuaron, J. et al., (2014); (3) Falti, S. et al., (2015); Thomsen, N. (2014)

4.3 PREPARACAO DO GEL DE QUITOSANA DE ALTO E BAIXO PESO MOLAR

A quitosana QAB liofilizada obtida no topico 4.1 foi pesada e posteriormente diluida
em acido acético 1%, sob agitacdo média overnight. O pH do gel de quitosana foi ajustado
para proximo de 6,0 com adicdo de hidroxido de sodio 2N.

As amostras foram preparadas para uma concentracdo final de 20mg/mL. Para o
estudo da atividade antimicrobiana a quitosana QAB foi novamete diluida para um

concentracdo de 10 mg/mL, sendo esta a concentracao inicia para o estudo.

4.4 PREPARACAO DO GEL DE QUITOSANA ASSOCIADO AO OLEO ESSENCIAL DE

Melaleuca alternitifolia

A preparacdo do gel de quitosana QAB associado ao TTO foi realizada através da
homogenizacao da quitosana QAB 20mg/mL com o TTO previamente diluido para 10%, na
proporcao de 1:1. Dessa forma obtendo na formulacdo concentrac@es finais de 10 mg/mL e

5% para a quitosana e TTO, respectivamente.
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4.5 CARACTERIZACAO DA QUITOSANA DE ALTO MAIS BAIXO PESO MOLAR

A caracterizacdo estrutural da quitosana QAB foi realizada por espectroscopia
vibracional na regido do infravermelho (1V). Também foi determinado o grau de desacetilacdo
utilizando técnica de ressonancia magnética nuclear (RMN *H). A cristalinidade foi observada
através da difracdo de raio-X (DR-X). O peso molar da quitosana foi determinado por
viscosidade.

4.5.1 Caracterizacdo Estrutural: Espectroscopia vibracional da regido do Infravermelho

Para determinacdo das caracteristicas estruturais da quitosana, de alto e de baixo peso
molar obtida, foi realizada a técnica da Espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho, segundo a metodologia de Santos et al. (2003) em um espectrofotdmetro
BRUKER Mod.IFS 66, na regido entre 4000cm™ e 400cm™.

A quitosana (1,5 mg) foi seca em estufa a vacuo durante 15 horas a 60°C. Depois, foi
adicionado 100mg de brometo de potassio (KBr), a mistura foi homogeneizada em almofariz
de &gata e deixada na estufa a vacuo a 110°C durante 20 horas. O espectro do pé da quitosana
foi obtido utilizando pastilha de KBr como suporte. A medida foi realizada na Central

Analitica do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE.

4.5.2 Grau de Desacetilacdo: Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Um importante parametro para a caracterizacdo da quitina e quitosana é o seu grau de
desacetilacdo (GD), sendo definido como sendo o nimero de grupo amina (quitosana) em
relacdo ao numero de gupo amida (quitina). Diversos métodos ja foram descritos para
obtencdo do GD, como espectrometria no infravermelho, ultravioleta, analise elementar,
ressonancia magnética nuclear (RMN) *H e RMN *3C. A obtencdo do GD a partir dos
espectros do infravermelho apenas é possivel com o calculo correto das linhas de base,
podendo sofrer divergéncias quando ndo interpretada corretamente (RINAUDO, 2006;
YOUNES et al., 2015). Sendo atualmente a técnica RMN *H mais aplicada para obtencdo da

GD de amostras sollveis.
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O grau de desacetilacdo da quitosana foi determinado por Ressonéncia Magnética
Nuclear, na Central Analitica do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE, segundo
metodologia descrita por Signini et al. (2000).

A solucdo de quitosana foi preparada pela dissolugéo de 15mg de quitosana em 1mL
de &gua deuterada (D,0) contendo 1% HCI (37%), permanecendo 24 horas em agitacdo
formando uma solucgdo viscosa. Uma aliquota dessa solucdo foi colocada em tubo de 5 mm de
didmetro para a realizacdo da analise de acordo com os seguintes parametros programados no
equipamento (Varian Unity Plus em 3000MHz): temperatura de 40 °C, tempo de relaxacao de
6 segundos, aquisicdo dos espectros a 353K, com pulso de 90° (8,2 ms) e 16 pulsos de
varredura.

O GD foi calculado pela equacdo 1 proposta por Hirai et al. (1991), que utiliza os
sinais dos prétons H?, H®, H* H® H® H® (H*®) de ambos 0s mondmeros e o pico referente

aos nlcleos do hidrogénio do grupo acetoamido (H*).

(Eg. 1)

GD(%):(l—@H /é H ZGDxIOO

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

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

(Eq.2)

6D%=|1-| - ||x100
3H
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4.5.3 Cristalinidade: Difragdo de Raio-X

A técnica de difracdo de Raio-X (DR-X) das amostras de quitosana foi realizada no
Laboratério Multiusuario do Centro de Tecnologia Estratégicas do Nordeste (CETENE),
obedecendo os parametros: radiacdo Cu-Ka sendo A= 1,5418A° em uma faixa de varredura

entre 3° e 80° com taxa de 0,02° min™.

4.6 DETERMINACAO DO PESP MOLAR POR ANALISE VISCOSIMETRICA

O peso molecular da 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 determinacdao da viscosidade intrinseca, [n], foram preparadas solucdes de
quitosana em 25ml de solucéo de acido cloridrico 1% sob agitacdo constante por 15h, com
posterior aquecimento por 2 minutos a 80°C, para obtencao de solucdes de concentracéo final
variando de 0,1 a 1,0mg/mL. Aliquotas de 25ml de cada solucdo foram utilizadas nos
capilares para medicdo do tempo de escoamento expresso em segundos, e estabelecido através

da média dos valores obtidos em trés repeticoes (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 formula abaixo

(Equacdo 3). Ambas as viscosidades sdo adimensionais.

(Eq. 3) nesp = (;72)

Onde: n,,,= 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 concentracdo e tem como dimensédo o inverso da concentragdo (Equagéo 4).
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(Eq. 4) Nrea c

Onde: n,..; = Viscosidade reduzida da amostra e C = concentracéo em gramas de polimero em

100 mL de solucao.

As viscosidades intrinsecas das quitosanas foram encontradas pela extrapolacdo do
grafico de viscosidade reduzida versus concentracdo a diluicdo infinita, com base na equacgéo
5 de Huggins (1942).

(Eq.5) Nrea = [Ml+ Kz MPC

A viscosidade intrinseca de uma solucdo polimérica esta 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 o0 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.

(Eq. 6) [l =K (M,)°

4.7 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana foram utilizadas cepas de Escherichia coli
ATCC 25922 e Staphylococcus aureus MRSA ATCC 29213. Foram avaliados o gel de
quitosana, o TTO e a composicdo quitosana associada ao TTO, frentes a esses
microorganismos através do teste de microdiluicéo.

As cepas de E. coli e S. aureus foram repicadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) e
armazenadas a 37°C por 24 horas. Ap0Os este periodo, uma aliquota de cada cepa foi

transferida para tubos de ensaio contendo BHI para posterior medi¢do da absorbancia em
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espectrofotdbmetro com faixa de leitura 540nm. As cepas foram padronizadas para proximo de
10° UFC.

4.7.1 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

Através do teste de microdiluicdo em placa de 96 pocos (Figura 7) foram avaliadas as
concentragdes inibitdrias minimas das substancias testes, gel de quitosana QAB, TTO e gel de
quitosana QAB associado ao TTO. As microplacas foram preparadas de forma que cada
compartimento apresentava um volume final de 100 pL, com proporg¢des variadas do meio de
cultura BHI e das substancias testes. As concentracfes do TTO e da quitosana QAB, apés
adicdo aos pogos marcados de de A a H, variaram entre atingindo ao final diferentes 27
mg/mL a 2,25 mg/mL para o TTO e para a quitosana QAB em 6mg/mL a 0,5 mg/mL.

Figura 7- Representagdo esquematica de uma microplaca com 96 pocos.
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Para o controle de esterilidade foram adicionados 100 uL do meio; para o controle de
crescimento 80 uL do meio. A todos os pocos foram adicionados 20 uL do inoculo
microbiano, com excecdo do controle de esterilidade. Os ensaios foram realizados em
triplicata. As placas foram armazenadas em estufas, para crescimento em temperatura de 37°C
por 24h. Apos periodo de incubacdo, para determinacdo do CIM, foram adicionados 30 uL de
resazurina 0,01% nos pocos impares. Apos 1 hora foi feita a analise da mudanca de cor.

A resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-6xido) é um composto indicador de
oxido-reducdo de cor azul que, na presenca de células viaveis, é oxidado a resofurina,

substéncia de coloracdo vermelha (PALOMINO et al., 2002). Logo, a coloracdo azul indica
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auséncia de crescimento microbiano enquanto que as variacoes de rosa e roxo séo indicadores

da presenca de células vidveis para crescimento.

4.7.2 Determinagdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

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

auséncia das substancias testes.

48 ANALISE DA FRACAO INIBITORIA OU FRACTION INHIBITORY
CONCENTRATION (FIC)

A analise da combinacdo entre a quitosana e o TTO foi realizada através do indice
FIC, que avalia a presenca de acao sinérgica, antagonica ou indiferente na combinacdo entre
0s compostos. A FIC é avaliada levando em consideracdo os valores obtidos através do MIC.

O calculo foi obtido segundo equacéo abaixo (Equacéo 7).

indice da amostra Quitosana QAB indice da amostra TTO

. MIC A na combinacao i MIC B no combinacao
(Eq. 7) FIC (I): FIC (I1): oa® :

O indice FICina = FIC (1) + FIC (I1). Quando FIC < 0,5 efeito sinérgico, FIC 0,5-1,0

efeito indiferente e FIC > 4,0 antagonismo.

4.9 PLANEJAMENTO FATORIAL 2

O planejamento fatorial 22, consiste em avaliar todas as possiveis combinacdes entre o
TTO e o gel de quitosana QAB. Foi empregado neste estudo trés concentraces abaixo do
CBM, para o TTO e gel de quitosana QAB (Tabela 3). Este experimento foi realizado em

duplicada e o conjunto estatistico foi avaliado pelo programa Statistca 7.
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Tabela 3- Concentragdes do TTO e do gel de quitosana QAB utilizados no planejamento fatorial

Q) (0) (+)
TTO 0,01 pl/mL 0,025 pL/mL 0,04 puL/mL
GEL QAB 0,2 mg/mL 0,6 mg/mL 1 mg/mL

4.10 TESTE DE IRRITABILIDADE — Hen’sEgg Test on The Chorioallantoic Membrane
(HET-CAM)

Para avaliar o grau de irritabilidade das substancias testes foi empregado a
metodologia de HET-CAM descrita segundo Steiling et al (1999). Uma vez que a membrana
corioalontoide do ovo de galinha fecundado compreende uma vasculatura funcional, o teste
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 substdncia teste sobre 0s vasos sanguineos e as proteinas
presentes na CAM sédo similares aos efeitos induzidos pela mesma substancia no teste de
olho de coelho, enquanto que oferece as vantagens de uma forma universalmente mais
aceitavel como um teste ndo-animal e pode ser concluida mais rapidamente. HET-CAM tem
varias vantagens, incluindo a sua simplicidade, rapidez, sensibilidade, facilidade de execucéo
e ser relativamente barata (LUEPKE, 1985; VARGAS et al, 2007).

Na Alemanha e na Franca, o0 método de HET-CAM foi oficialmente aceito como um
ensaio in vitro valido, pelo menos, para a predicdo de substancias irritantes graves
(STEILING et al, 1999). As leis que regulam a experimentacao animal permitem protocolos
com embriBes de galinha sem autorizacdo dos comites de experimentacdo animal, no
entanto, no Reino Unido, a lei britanica Animal Welfare (1986) afirma que a idade de ovos
com embrides deve ser de no maximo 10 dias de gestacdo para ser usado como um teste nao
animal barato (BAGLEY., WATERS., KONG, 1994; LUEPKE, 1985; VARGAS et al,
2007).

Para execucao do teste foram utilizados ovos de galinha fecundados e incubados por
10 dias. No décimo dia de incubacdo a membrana corioalantéide do ovo foi exposta e
umedecida com solucdo salina a 0,9%, facilitando a visualizacdo dos vasos sanguineos.
Aliguotas de 200 pL de cada substancia teste, TTO, gel de quitosana QAB e gel de quitosana

QAB associado ao TTO, foram aplicados, separadamente, sobre a membrana corioalantdide
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do ovo fertilizado, sendo o procedimento repetido cinco vezes por amostras. Durante 5
minutos foram avaliados possiveis efeitos irritantes, como: Hemorragia, lise e coagulacdo
com o tempo de surgimento observado em segundos. De acordo com a equacédo 8 foi possivel
obter o grau de irritacdo de cada amostra, sendo calculada a média e desvio padrdo das
amostras.

(Eq 8) (301- Hemorragia) x5 + (301- Lise) x7 + (301-Coagulacdo) x9
300 300 300

As amostras foram classificadas como néo irritante, ligeiramente irritante, irritante e

muito irritante, de acordo como mostra a tabela 4.

Tabela 4- Classificacdo dos niveis de irrtabilidade segundo metodologia do HET-CAM

Categoria de Irritacéo Faixa de Pontuacéo
N&o irritante 0-0,9
Ligeiramente Irritante 1-49
Irritante 5-89

Muito Irritante 9-21
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DA QUITOSANA DE ALTO + BAIXO PESO MOLAR

5.1.1 Caracterizagdo Estrutural: Espectroscopia vibracional da regido do Infravermelho

A espectroscopia na regido do infravermelho possibilita a identificacdo de compostos
através da identificacdo de picos de absorcdo, técnica comumente aplicada na andlise
qualitativa de compostos organicos (LOPES., FASCIO, 2008). As bandas presentes no
espectrograma sdo relativas as vibracfes caracteristicas de grupos funcionais presentes na
molécula. A figura 8 representa o espectro de infravermelho da associacdo entre quitosana

Sigma® de alto + baixo peso molar. A tabela 5 mostra as bandas observadas e suas
correlagdes.

Figura 8- Espectroscopia na regido do infravermelho da amostra quitosana QAB
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Tabela 5- Associagdo entre o comprimento de onda e os grupos funcionais

Comprimento de onda (cm™) Tentativas de Atribuicdes
3490-3400 Estiramento O-H
3200-2500 Vo-H
(amina) dnH

1644 (amida 1) vc=o
1400-1660 (Amida) cn
900-1380 (-CH2-OH)co

594 Deformacédo da estrutura do anel aromatico

Fonte: Adaptado de Jin & Lin (2002).

O espectro da associacdo entre quitosana de alto mais baixo peso molar (QAB), foi
obtido na regido espectral de 400cm™ a 4000cm™. A quitosana QAB apresentou pico
caracteristico na faixa de 3000-3500cm™ atribuido ao estiramento O-H, sobreposta a
deformacdo axial do grupo N-H, como tambem observado por RAGHAVENDRA, et al.,
2016. Segundo Kumar-Krishanan et al. (2015) a presenca do grupamento C=0 da amida | é
observada pelo nimero de onda 1643 cm™ valor semelhante ao encontrado na amostra de
quitosana QAB que foi de 1644cm . A presenca do pico referente & amida | indica que a
amostra de quitosana ainda apresenta anéis piranosidicos acetilados, ndo estando totalmente
desacetilada (STAMFORD et al, 2013; XIAO et al., 2015).

O pico 1436 cm™ representa 0 modo vibracional da ligagio C-N (amida), na literatura
os valores encontrados para a deformacao axial da amida é de aproximadamente 1425 cm™. O
estiramento do grupo alcodlico primario (-CH;-OH)c.o identificado atraves da regido
vibracional 1207 cm™, pode apresentar nimero de onda variavel, entre 1320-100 cm™. A
banda larga em 594cm™ esta relacionado com a deformagéo estrutural do anel aromatico.
(SANTOS et al., 2003).

A absorcdo forte na regido 2534 cm™ é resultante da superposicdo das bandas de
deformacéo axial de O-H e NH"3 N&o foi observado, ainda, na literatura a presenca dessa
banda nos estudos de caracterizacdo da quitina e quitosana. A associacdo entre quitosanas de
alto e baixo peso molar pode ter induzido um rearranjo molecular na estrutura da quitosana. A
existéncia de grupos aminas livres (NH",) no carbono 2 da D-glucosamina, assim, como o

elevado nimero de grupos hidroxilas (OH-) permitem reacOes especificas intermoleculares
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como pontes de hidrogénio, quando em condicdes homogéneas (YONG et al., 2015;
YOUNES et al., 2015).

O IV é uma técnica atil para comprovar a hidrélise dos grupamentos acetila
presentes na quitina, onde se pode observar uma reducdo da regido da amida I e um aumento

na deformacdo axial do grupamento amina.

5.1.2 Grau de Desacetilagdo: Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)

A ressonancia magnética nuclear se baseia no valor de spin presente em cada nucleo
atémico, podendo ser hidrogénio, carbono (AMATHIEU et al., 2015). Para o estudo e analise
do GD das amostras de quitosana alta mais quitosana de baixo peso molar foi empregado a
metodologia do RMN *H. A obtencdo do GD por RMN 'H, relaciona os valores do
deslocamento quimico dos diferentes protons presente na estrutura da quitina ou quitosana
(Figura 9).

Figura 9- Esquema da quitina com numeracéo de prétons visualizados no RMN *H

Fonte: Anjos, 2005

A utilizacdo de uma solucdo de &cido cloridrico deuterada faz-se necessario, bem
como que a amostra seja analisada a uma temperatura de 50°C, entretanto neste trabalho a
leitura foi realizada a uma temperatura de 40°C ndo sendo observada nenhuma alteracdo. A
figura 9 mostra os espectros de RMN *H da associaco entre as quitosanas (QAB). Na tabela

5 estdo representando so principais picos com suas respectivas atribuicdes.
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O GD (%) da amostra QAB foi obtido através da equacgdo proposta por Signini et al.
(2000) (Equacéo 9), que utiliza as &reas do pico referente aos nlcleos de hidrogénio do grupo
acetoamida (H*) e a area do pico referente ao nicleo de hidrogénio na posicdo 2 do anel
glicopiranosidico (H?).

Tabela 6- Interagdo dos picos do espectro de RMN*H

Hidrogénios Interagéo dos Picos
H* 9,06
H? 15,62
TH?34>08 72,81

Figura 10- Espectroscopia do RMN H quitosana QAB
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(Eq. 9) GD (%) :{1 - (%)}x 100

Os n(cleos dos prétons de hidrogénio do grupo acetamina (H*) e do carbono 2 do anel
glicopiranosidicos (H?), estdo com pouca interferéncia do pico do deutério (OD). O GD (%)
para a QAB em estudo foi de 80,66%.

As propriedades quimicas e fisicas presente na quitosana estdo intimamente
correlacionadas com o peso molecular e seu grau de desacetilagdo (YOUNG et al., 2015).
Segundo Foster et al. (2015) o grau de desacetilacdo esta correlacionado com a
biocompatibilidade do material, onde quitosanas com GD (%) entre 72 — 73% apresentaram
baixa atividade mitocondrial e baixa atividade de crescimento celular em culturas de células,

quando comparadas a quitosanas com GD(%) 75- 85%.

5.1.3 Cristalinidade: Difragdo de Raio-X

A figura 10 representa o difratograma de raios-X da quitosana QAB. E possivel
observar duas regifes, uma menor 20= 10° atribuida a regido amorfa, e outra regido em 26=
20° mais intenso e predominante, atribuido a regido cristalina (KUMIRSKA et al., 2011;).
Segundo Kaczmarek et al. (2010), a presenca caracteristica de ambas as regides evidenciam
uma cristalinidade parcial da amostra de quitosana. Fortes interacfes inter e intramolecular,
formadas entre os grupos aminos, hidroxila e amida, promovem uma organizacdo de carater
cristalino (SILVA et al., 2014).

A difracdo de raios-X, € uma técnica também empregada para determinar o grau de
desacetilacdo, entretanto ndo € considerada a técnica mais adequada. Segundo Gamiz-
Gonzales et al. (2015) a cristalinidade do polimero quitosana pode ser modificada através de
diferentes concentracGes de grupo acetil, reorganizando a estrutura cristalina da quitosana.
Interacbes de moléculas de adgua também apresentam importantes influéncias na estrutura
cristalina da quitosana. De acordo com Okuyma et al. (1997) o pico presente em 10°,

geralmente, esta atribuido a interacdes da molécula de 4gua a estrutura cristalina da molécula.
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Figura 11- Difratograma da Quitosana QAB
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5.1.4 Massa Molar: Medida de Viscosidade

Assim como o grau de desacetilacdo 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 podem influenciar nas suas caracteristicas, a exemplo da
viscosidade (THARANATHAN et al., 2003).

A viscosidade polimérica é a medida do volume hidrodinamico do polimero em
solucdo. O tamanho das moléculas presentes no polimero influencia na sua viscosidade. Por
apresentarem moléculas de maior tamanho que os solventes empregados para sua dilui¢éo, a
viscosidade da solucdo é maior quando comparada com a do solvente puro. Com isso, 0O
resultado da viscosidade polimérica é resultante de um comparativo entre o tempo de
escoamento do solvente com o tempo de escoamento da solucdo polimérica, em concentracdo
e temperatura determinada.

A determinacdo da massa molar da quitosana QAB utilizando a viscosidade tem como
principio a utilizacdo dos valores da viscosidade especifica, reduzida e intrinseca. A
viscosidade especifica da amostra de quitosana QAB foi obtida através da aplicacdo da média

dos tempos de escoamento (Tabela 7) na equacdo 3 representad no topico 4.6, pagina 34.
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Tabela 7- Valores da concentracdo da quitosana QAB estuda, tempo de escoamento, e média dos tempos
(minutos) para cada concentragéo da quitosana QAB estudada.

CONCENTRACAO T1 T2 T3 MEDIA (T)
QUITOSANA
01 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
08 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 intrinseca esté relacionada com a massa molar viscosimétrica media,
através da equacdo de Mark-Houwink (Equacdo 10). Os valores das constantes K e a
empregados na equacdo VII (Tabela 8), dependem do polimero e do solvente empregado. O
valor de b presente na equacdo é derivado da equacdo linear acima (Equacdo VI), obtida

através da viscosidade relativa.

(Eq 10) MV: (b/K)Y?

Tabela 8- Valores referentes constantes K e a utilizadas na equacéo de Mark- Houwink

Valores K a
acido cloridrico 1,81x10° 0,93

Como resultado obtido, a quitosana QAB no presente trabalho apresentou massa molar
viscosimétrica de 6,03 x 10, sendp considerada de baixo peso molar. Segundo alguns autores
a atividade antimicrobiana da quitosana esta correlaciodana com o peso molecular da mesma
(CAO., SUN, 2009; GANAN et al., 2009; LIU et al., 2006; TAYEL et al., 2010). Quitosanas
de baixo peso molar apresenta uma maior concentracao de derivados com maior solubilidade,
apresentando uma maior atividade bacteriostatica. Goy et al. (2009), sugerem que o polimero

quitosana de menor massa molar apresenta uma maior facilidade para atravessar a parede
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celular de algumas bactérias e fungos, alterando componentes vitais e consequentemente a

atividade fisiolégica das células.

5.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA: CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)
E DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGAO BACTERICIDA MINIMA (CBM)

No presente estudo o CIM para as cepas S.aureus e E. coli foram obtidos atraves do
método de microdiluicdo inciando o teste com concentragdes inicias, para TTO e quitosana
QAB de 27 mg/mL e 6mg/mL (Tabela 9), respectivamente. Essas concentracdes iniciais
também foram empregadas na associacdo quitosana QAB+TTO. A placa de 96 pocos foi
divida para as duas cepas, permanecendo 0s poc¢os de 1 a 6 para S.aureus e 7 a 12 para E.coli.

No presente estudo o TTO apresentou variagde de CIM entre 13,5 mg/mL a 22,5
mg/mL, frente as cepas estudadas, quando ndo associado a quitosana QAB. E possivel
encontrar na literatura variagdes de CIM para o TTO entre os 0,125 a 2% (HAMER et al.,
2011). Em valores de titulacdo o TTO apresentou, neste trabalho, CIM entre 1% a 2,5%,
estando na faixa de atividade afirmada por Hammer, et al. (2011), como os melhores
resultados frente a cepas de S. aureus.

Segundo Okoh et al. (2010), os dleos essenciais apresentam melhores atividades
antimicrobianas frente a cepas gram-positivas e gram-negativas. A parede celular de bactérias
gram-positivas apresentam regides lipofilicas localizadas nas porgdes terminais dos acidos
lipoteicoicos, esta estrutura membranar facilita a interacdo dos componentes hidrofébicos
presentes nos Oleos essenciais (COX et al., 2000). Por outro lado, a membrna externa
presente na estrutura da parede celular de bactérias gram-negativas € constitida por
lipopolissacarideos, lipoproteinas e fosfolipideos, cujas estruturas possibilitam uma menor
taxa de difusdo dos componentes hidrofobicos dos Oleos essencias (BURT et al., 2004;
TONGNUANCHAN et al., 2014), resultando em uma menor taxa de atividade dos OEs.

No presente trabalho os valores de CIM apresentados pelo TTO, frente as cepas
estudadas, foram superiores aos encontrados por Scazzocchio et al. (2015) que obteve MIC de
6,25 mg/mL para cepas S. aureus e E. coli. Segundo Seow et al. (2015) alguns fatores, como
agentes emulsificantes empregados na diluicdo do dleo podem influenciar nos teste de

atividade antimicrobiana por microdiluicéo.
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Tabela 9- Atividade antimicrobiana da quitosana de alto e baixo peso molar (QAB), do dleo essencial de
melalaeuca/ Tea Tree (TTO) e da associacdo entre QAB e TTO para Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

Cepas CIM CBM
testes QAB* TTO* QAB*/ QAB* TTO* QAB*/
TTO~* TTO*
S. aureus 4 13,5 3/135 4 13,5 2/9
E. coli 2 22,5 1,5/6,75 2 9 3/13,5

*Valores descritos em mg/mL

O TTO em sua composicdo apresenta um elevado nimero de constintuintes com
carater hidrofobico, sendo o 1,8 cianole o mais soluvel em &gua, porém presente em menor
taxa. Devido as essas caracteristicas é fundamental o uso de agentes emulsificantes ou
solventes que possam permitir melhor solubilidade em agua, como exemplo o0 DMSO, Tween
80 e Tween 20 (SEOW et al., 2015). Entretanto, a adicdo desses componentes aos 0leos
essenciais podem modificar as caracteisticas quimicas e fisicas do 6leo (CHALOVA et al.,
2010). Segundo Hammer, et al. (1999) o Tween 80 ao ser associado ao TTO promove uma
acdo aditiva na atividade antimicrobiana do éleo. Por outro lado, alguns estudos indicam uma
acdo antagonica do Tween 80 a atividade antimicrobiana de alguns Oleos essencias
(CHALOVA et al., 2010). Esta teoria € justificada pela acdo emulsificante que o Tween 80
apresenta, formando micelas ao redor de moléculas lipofilicas, que comprometem a exposicao
e acdo dos componentes bioativos presente nos Oleos (SEOW, et al., 2013), diminuindo,
assim, a atividade antimicrobiana do OEs frente alguns microorganismos.

O CIM para a quitosana QAB sem estar associado ao TTO foi de 4mg/mL e 2 mg/mL
para cepas S.aureus e E. coli, respectivamente. A Quitosana € um copolimero da quitina,
obtido por processos de desacetilacdo quimica da quitina ou através de extracdo da parede
celular de alguns fungos porém com menor taxa de extracdo. A quitosana ja € amplamente
conhecida por apresentar atividade antimicrobiana frente a bactérias e fungos (KANNAT et
al., 2013). Entretanto, o processo de atuacdo ainda ndo é amplamente conhecido. A atividade
antimicrobiana da quitosana pode ser explicada através da interacdo dos grupamentos amina,
presente no Carbono 2 do anel glicopiranosidico, com a superficie celular bacteriana,
naturalmente eletronegativa, provocando alteracdes na permeabilidade celular que induzem a

perda de eletrélitos e constituintes proteicos essenciais (SEVERINO, et al.,, 2014). Outra
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hipdtese é a deplecdo de Ca™ nos sitios aniénicos nas membranas (SENEL, et al., 2000;
STAMFORD, et al., 2013).

Segundo Kong, et al. (2010) a atividade antimicrobiana da quitosana esta associada a
alguns fatores, divididos em quatro categorias, sendo (1) fatores microbianos- espécie de
microoranismos e fator idade da célula, (2) fatores intrinsecos da quitosana — GD, peso molar,
caracteristicas hidrofilicas e hidrofobicas, (3) estado fisico da quitosana, e (4) fatores
ambientais, pH, temperatura, e tempo.

O grau de desacetilacdo é um dos principais fatores capaz de modificar a atividade
antimicrobiana, uma vez que sua definicdo esta relacionada a uma maior presenca de grupos
aminas. Quitosanas com alto grau de desacetilacdo, aproximadamente, 97% conferem maior
atividade antimicrobiana do que quitosanas com GD de 83%, contra cepas S. aureus, segundo
um estudo realizado por KONG, et al. 2008. Outro fator também diretamente relacionado com
a atividade antimicrobiana da quitosana € o peso molecular que alteram a estrutura
conformacional da quitosana, uma vez que as unidades N-acetilglucosamina é modificada.

Alguns autores, relacionam o peso molecular da quitosana as caracteristicas anti-
bacterianas (STAMFORD, 2013). Em um estudo guiado por Chung et al. (2007) a quitosana
apresenta melhor atividade em cepas gram-negativas, 0 mesmo foi observado no presente
trabalhado para cepas de E coli com CIM de 2 mg/mL. De acordo com o autor, quitosanas de
baixo peso molecular apresentam melhor influxo em cepas gram-negativas causando
alteracdes no metabolismo bacteriano. Por outro lado, em bactérias gram-positivas como S.
aureus quitosanas com alto peso molecular impedem a absorcdo de nutrientes pela célula
bacterina, formando um filme ao redor da célula (KONG, et al., 2010; STAMFORD, et al.,
2013).

A associacdo entre as substancias testes apresentaram CIMs diferentes aos obtidos
quando isolados. O CIM para o TTO em cepas S aureus permaneceu inalterado, estabilizando
em 13,5 mg/mL, no entanto o CIM para a quitosana QAB decaiu para 3 mg/mL. Para as cepas
E. coli o CIM de ambos as substancias teste tiveram seus valores reduzidos para 6,75 mg/mL
e 1,5 mg/mL, para o TTO e quitosana QAB, respectivamente. Neste estudo a associacdo entre
TTO e quitosana QAB demonstrou significativa reducdo dos niveis de TTO necessarios para
causar a morte de cepas E.coli, sendo requerido uma dose 5 vezes menor quando comparado a
sua acdo isolada para mesma cepa. Segundo Shen & Kaden (2010), a associacdo entre
quitosana e Oleos essenciais promovem fortes interacbes moleculares, por apresentar
caracteristicas de médio a baixo peso molar. A quitosana QAB pode ter atuado como veiculo

carreador do TTO, facilitando o influxo do 6leo através da membrana externa da E. coli. Uma
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vez que o TTO ndo associado a quitosana ndo conseguiria transpor esta barreira hidrofilica,
em baixas concentrages.

Os valores para 0 CBM, representados na Tabela 9, foram obtidos apartir da leitura em
placa de petri e seu resultado foi semelhante aos obtidos pelo CIM, onde o TTO e a quitosana
QAB apresentaram atividade bactericida para ambas as cepas, enquanto a associagado entre os

compostos apresentou atividade bacteriostatica e bactericida para E. coli. e S. aureus

5.3 PLANEJAMENTO FATORIAL 22 E ANALISE DA FRACAO DE CONCENTRACAO
INIBITORIA (FIC)

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

Para avaliar a associagio dos componentes foram realizadas o planejamento fatorial 2°
e a analise da Fracdo de Concentracdo Inibitoria (FIC). Observando primeiramente os graficos
de Pareto (Gréfico 1 e 2) obtido através do planejamento fatorial é possivel observar que nas
concentracdes utilizadas da quitosana QAB ndo houve influéncia no crescimento microbiano
de E. coli e S. aureus. Analisando o TTO, o 0leo nao apresentou influencia no crescimento
para E. coli mas apresentou influéncia positiva para S. aureus, nas concentracées utilizadas.

A associacgdo entre ambos 0s componentes demonstrou influéncia negativa para E. coli
e influéncia positiva para as cepas de S. aureus, porém em menor taxa do que 0s componentes

isolados.

Gréfico 1- Gréfico de Pareto para cepas de E.coli
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Grafico 2- Grafico de Pareto para cepas de S.aureus
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Para os valores de FIC, obtidos a partir dos valores CIM foram obtidos de acordo com
a equacdo descrita no topico 8.3 da metodologia. A associacdo entre os componentes
apresentou indice FIC de 1,75 para cepas S.aureus. Em cepas de E. coli a combinacdo 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 Vvalores padrdes sendo, FIC < 0,5 efeito sinérgico, FIC 0,5-1,0 efeito indiferente e FIC
> 4,0 antagonismo. Dessa forma, neste trabalho a associacdo demonstrou efeito indiferente na

atividade dos compostos.

5.4 TESTE DE IRRITABILIDADE - Hen’s Egg Test on The Chorioallantoic Membrane
(HET-CAM)

As substancias testes foram avaliadas separadamente quanto o seu grau de
irritabilidade. Para cada amostra foram realizadas cinco medi¢cdes de tempo avaliando o
surgimento caracteristico de lise, hemorragia e coagulacdo (Tabela 10). Os valores do tempo
em segundos foram adicionados na equacdo descrita no topico 2.10 da metodologia a fim de
avaliar o potencial de irritabilidade.

O TTO a 1% apresentou taxa de irritacdo de 9,57, como mostra a Tabela 10. Este

resultado indica que o TTO1% apresentou elevado poder irritante. Alguns estudos
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correlacionam a presenca do composto 1,8 cianole aos possiveis quadros irritantes
(HAMMER, et al., 2006; CARSON, et al., 2006).

Tabela 10- Determinacdo do potencial de irritagdo pela presenca dos parametros lise, hemorragia coagulacéo da
quitosana de alto e médio peso molar (QAB), 6leo essencial de Melaleuca altertifolia 1% (TTO) e associacdo
entre as substancias QAB + TTO 1% pelo teste da membrana corioalont6ide do ovo. Controle positivo: lauril
sulfato de sodio 1% (LSS1%).

Parametros de Substancias testes
Irritabilidade da TTO 1% QAB Associacdo QAB LSS1%
HET-CAM +TTO
Lise 59,2 +1,7 0.0+£0.0 0.0+£0.0 6.0 £1.0
Hemorragia 152,6 + 5,6 0.0+£0.0 0.0+£0.0 48 £3.0
Coagulacéo 252,4+24 0.0+£0.0 0.0+£0.0 63 £3.0
Potencial de 9,57 +£0,7 0.0+0.0 0.0+0.0 1774+ 0.4
irritacéo

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

A quitosana QAB no presente trabalho mostrou ndo apresentar nenhum efeito irritante
(Tabela 10). A quitosana € um biopolimero de natureza hidrofilica capaz de apresentar
degradacdo através de enzima humanas, dessa forma sendo considerado biocompativel e
biodegradavel (AHMADI, F. et al., 2015). Estes resultados mostraram-se de acordo com 0s
obtidos pelo grupo de estudo do Laboratorio de Microbiologia da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB) (STAMFORD, T. et al., 2012).

A tabela 10 apresenta os resultados do HET-CAM para a associagdo entre TTO 1%
mais quitosana QAB, onde é possivel identificar que a associa¢do entre 0s componentes ndo
apresentaram efeito irritante. A incorporacdo de OESs a possiveis agente carreadores superam
as limitacOes relacionadas a baixa solubilidade dos éleos em agua, assim como aumenta a
estabilidade fisica dos compostos e podem melhorar a bioatividade do 6leo com liberacdo
controlado requerendo menores doses para a atividade do 6éleo e reducdo de possiveis reacoes
indesejadas (SEVERINO, et al., 2014; SHEM & KANDA, 2014).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que o 6leo essencial de melaleuca
e a quitosana QAB demonstram atividade bactericida frente as cepas avaliadas, entretanto,
neste estudo o TTO apresentou elevados indices para a atividade antimicrobiana, enquanto
dados na literatura apresentam niveis reduzidos de TTO com efeito antimicrobiano.

A formulacdo contendo TTO associada com quitosana QAB promoveu significativa
reducdo dos niveis de TTO necessarios para acdo antimicrobiana. Fator considerado
importante na preparacdo de possiveis formulagdes topicas.

Embora, a associagédo entre as substancias testes tenham apresentado efeito positvo na
reducdo do CIM e CBM, para o TTO em estudo estatisticos com base no planejamento
fatorial 2% as substancias na formulacdo ndo demonstrou apresentar sinergismo. Este mesmo
resultado foi comprovado com a analise do FIC.

Segundo resultados obtidos pelo HET-CAM o dleo essencial de melaleuca apresentou
elevado nivel de irritabilidade, o que era esperado devido as suas caracteristicas quimicas, a
quitosana QAB ndo apresentou nenhum parametro irritante. Entretanto, a formulacdo TTO+
QAB, nos mesmos ensaios de HET-CAM, ndo demonstrou niveis de irritabilidade sugerindo

que quitosana inibiu os efeitos irritantes do 0Oleo.
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