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MEMBRANAS BIOATIVAS PARA APLICAGAO EM CAVIDADE ORAL

RESUMO

Neste estudo, membranas bioativas foram preparadas por meio do encapsulado do
oleo essencial de Melaleuca alternifolia (TTO) em quitosana com o objetive de
aplicagéo em cavidade oral. Foram empregados dois métodos para a realizagéo do
encapsulamento: incorporagac direta do TTO a quitosana dissolvida em Acido
acético e incorporacéo da emulséo de TTO- agente tensoativo (polisorbato - Tween
20) a solugdo de quitosana. Seis teores do dleo essencial TTO foram avaliados e a
encapsulagdo foi evidenciada por espectroscopia no infravermelho (FTIR),
microscopia éptica (MO} e microscopia eletrénica de varredura (MEV). Visando
avaliar o impacto da incorporagdo do TTO na matriz de quitosana, as propriedades
mecanicas das membranas bioativas foram avaliadas e relacionadas com sua
microestrutura. A atividade antimicrobiana in vitro das membranas contra Candida
afthicans, Sfreptococcus oralis e Streptococus mutans também foi estudada. De
acordo com os resultados obtidos, fica evidenciado que a quitosana é uma boa
matriz polimérica para encapsulagéo do 6leo essencial TTO e que uma disperséo
homogénea do TTO na mesma foi possivel com a incorporagio da emuisdo de TTO-
agente tenscativo Tween 20. A resisténcia mecénica das membranas foi reduzida
com a incorporacdo do TTQ devido a presenga de descontinuidades na matriz. A
atividade antimicrobiana da quitosana foi melhorada pela encapsulagdoe do 6leo
essencial TTO exibindo um forte efeito de inibicdo sobre o crescimento do §. oralis.

Palavras-chave: Membranas bioativas, cavidade oral, 6lec essencial de Melaleuca.
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BIOACTIVE MEMBRANES FOR USE IN ORAL CAVITY

ABSTRACT

In this study, bioactive membranes for application in the oral cavity were prepared by
incorporating different concentrations of tea tree essential oil (TTO) into chitosan.
Two methods for performing encapsulation were employed: direct incorporation of
the TTO into chitosan dissolved in acetic acid and incorporation of TTO emulsion -
surfactant agent (polysorbate Tween 20) into solution of chitosan. The encapsulation
was evaluated by infrared spectroscopy (FTIR), optical microscopy (OM) and
scanning electron microscopy (SEM). In order to evaluate the impact of incorporating
the TTO into chitosan matrix, the mechanical properties of the bioactive membranes
were evaluated and related to its microstructure. The in vitro antimicrobial activity of
membranes against Candida albicans, streptococcus oralis and streptococcus
mutans was also studied. According to the results, it is shown that chitosan is a good
polymeric matrix for encapsulation of essential oil TTO and a homogeneous
dispersion of the table TTO was possible with the incorporation of the surfactant
emulsion TTO agent Tween 20. The mechanical strength of the membranes was
reduced with the incorporation of TTO due to the presence of discontinuities in the
matrix. The antimicrobial activity of chitosan was improved by encapsulating the
essential oil TTO showing a strong inhibitory effect on the growth of S. oralis.

Key-works: bioactive membranes, oral cavity, Melaleuca essential oil
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1 INTRODUGAO

A cavidade oral € um habitat microbiano muito complexo formado por mais
de 500 espécies bacterianas que compdem a microbiota bucal e esta apresenta uma
relagdo direta com a formagdo do biofilme dentario - BD (placa bacteriana)
desencadeando as principais patologias odontoldgicas que s3o reconhecidas como
um dos maiores problemas de saude publica no mundo (Mussi, 2011). Entretanto,
fatores como a dieta e a remogao mecénica regular do biofilme, pode variar o tipo de
microbiota predominante na cavidade bucal. Todavia, quando a remogdo mecanica
da placa é deficiente e a ingestdo de carboidratos em geral é frequente, ocorre uma
selegdo para certos organismos patogénicos e o biofilme se torna mais virulento,
podendo resultar tanto em lesbes de tecido duro {céries), quanto de tecido mole
(doengas periodontais).

O controle do biofilme bacteriano & de grande importdncia tanto para o
tratamento como para prevengaoc dessas patologias. Muitos métodos e produtos tém
sido investigados e muitas formulacdes antimicrobianas foram propostas. A
clorexidina tem sido considerada padr&o ouro no controle do BD, mas devido a seus
efeitos colaterais que se apresentam como aumento de resisténecia a
microrganismos, manchamento dentario, diminui¢do na quantidade do fluxo salivar,
maior capacidade no acumulo de calcule, como também alteragdes no paladar, seu
uso passou a ser limitado nessas manifestacdes orais (Filogdnio, 2009).

Pesquisas recentes estdo sendo conduzidas na busca por alternativas para
controlar e prevenir as afeccdes que ocorrem na cavidade bucal do ser humano, o
que se constitui em reduzir o numero de microrganismos de forma eficiente (Kloster,
2011). Neste contexto, a utilizagéo de compostes naturais, como dleos essenciais
(OEs), substancias naturais produzidas por espécies vegetais, parece ser uma
opcao interessante contra patdégenos orais devido aos seus principios ativos, que
conferem caracteristicas antimicrobianas contra microrganismos bucais.

Os dleos essenciais sdo utilizados em formulagdes de produtos terapéuticos,
como agentes antimicrobianos, antiinflamatérios e antissépticos (Filogdnio, 2009). O
oleo essencial de Melaleuca alternifdlia, também denominado éleo da arvore do cha
- Tea Tree Qil (TTQ), por apresentar atividade terapéutica em varias especialidades
comegou a ser utilizado também em odontologia. Este dleo tem apresentado boa
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acdo antimicrobiana in vitro tomando-se uma alternativa a clorexidina devido
apresentar poucos efeitos colaterais (Oliveira et al., 2011).

O TTO tem sido utilizado com sucesso no tratamento de candidose oral em
pacientes com AIDS (Vazquez e Zawawi, 2002) e outras infecgdes fungicas orais em
pacientes que sofrem de cancer avangado (Bagg ef af,, 2006). Embora o TTO seja
considerado relativamente seguro, ele € altamente volétil e sofre reagdes de
degradacdo em presenga de oxigénio gerando produtos alergizantes fortes efou
produtos com menor atividade biolégica que 0s compostos originais (Pedro et al.,
2009; Oliveira ef al,, 2011). Portanto, mais estudos devem ser realizados a fim de
obter o melhor tipo € meios de aplicagao, visando aproveitar melhor seus beneficios
potenciais como um agente antimicrobiano e antifungico (Juliano, Demurtas e Piu,
2008).

Uma estratégia interessante para reduzir as doses de TTO requeridas
enquanto mantém a atividade antimicrobiana pode ser a incorporagio/encapsulacio
deste em filmes bioativos que podem fixar e reter o composto na superficie do
produto, aumentando assim sua eficiéncia. Com a encapsulagdo, feita
predominantemente com polimeros bicdegradaveis, os custos de aplicagcdo dos
dleos essenciais e/ou outros problemas tais como o intenso aroma e potencial téxico
podem ser minimizados (Sanchez-Gonzalez et al., 2010).

A quitosana, um polissacarideo catidnico resultante da desacetilagéo
alcalina da quitina (classificada como o segundo composto organico mais abundante
da natureza, ficando atrds apenas da celulose), tem sido ampiamente utilizada na
area odontoldgica por possuir uma forte agdo na redugéo do biofilme dentario, assim
como comprovada acdc antimicrobiana in vitro contra vérios patégencs da cavidade
oral, diretamente implicados na formagdo do biofilme e da periodontite, tais como
Actinobacillus actinomycetemcomitans, o Streptococcus mutans e a Porphyromonas
gingivalis. Aléem de ser atdxico, este biopolimero possui uma excelente capacidade
de formagaoc de pelicula e, portanto, pode ser usado na encapsulagéo do TTO
{Tavaria et al., 2013).

Apenas um numero reduzido de trabaihos que revelam o uso da quitosana
como meio de encapsulagdo de 6leos essenciais tem sido publicado. Juliano ef al.
(2008) demonstraram que a quitosana pode ter uma aplicagdo médica potencial no




desenvolvimento de novas formulagdes contendo 6leo essencial TTO, mostrando,
um efeito antimicrobiano sinérgico, sob condi¢des in vitro, contra Candida albicans.
Zivanovic e colaboradores (2005) comprovaram que a associacdo de oOleos
essenciais como orégano, manjericdo e anis em matrizes de quitosana tém
reforcado ainda mais as propriedades antimicrobianas da quitosana. O mesmo
resultado também foi comprovado por Sanchez-Gonzalez et al. (2010) com a
obtengdo de membranas de quitosana associada ao Oleo essencial de Melaleuca
alternifélia (TTO). No entanto, foi comprovado que essa associagdo promoveu
descontinuidades estruturais que favoreceram a obtengdo de membranas com
propriedades mecanicas inferiores as obtidas pelas membranas de quitosana sem
TTO.

Partindo do pressuposto que o 6leo essencial de Melaleuca alternifélia (TTO)
e a quitosana possuem caracteristicas antimicrobianas desejaveis para aplicagdo
em cavidade oral e que apenas um numero reduzido de trabalhos tem sido
publicado, mais estudos devem ser conduzidos, para desenvolver novos sistemas
baseados nesta associacdo, a fim de obter o melhor tipo e meios de aplicagéo,
visando aproveitar melhor seus beneficios potenciais como um agente
antimicrobiano.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver e caracterizar uma membrana bioativa de quitosana contendo
Gleo essencial de Melaleuca alternifélia (TTO) para aplicagdo na cavidade oral.

2.2 Objetivos Especificos

° Avaliar o efeito do teor de 6leo essencial de Melaleuca alternifélia (TTO) na
morfologia, propriedades mecéanicas e antimicrobianas das membranas de
quitosana,;

o Avaliar a influéncia do agente tensoativo/emulsificante - polisorbato (tween
20) na preparagdo e propriedades das membranas bioativas de quitosana;

. Avaliar a influéncia da neutralizagdo das membranas bioativas nas
propriedades das mesmas;

@ Avaliar in vitro a atividade antibacteriana e antifungica das membranas
bioativas.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biofilme

O biofilme &€ uma comunidade estruturada de células bacterianas embebidas
em uma matriz de substancias poliméricas extracelulares (EPS) e aderida a uma
superficie inerte ou viva. As bactérias presentes nos biofilmes apresentam
alteragdes fenotipicas e genotipicas que diferem de células plancténicas, as quais
podem ser estratégias de sobrevida dos microrganismos as condigdes adversas do
ambiente. Representa a mais evidente forma de crescimento microbiano na
natureza, sendo determinante para o desenvolvimenio das infecgdes clinicas
(O'toole, Kaplan e Kolter, 2000). Biofilmes podem colonizar implantes como vélvulas
cardiacas, préteses dentarias, cateteres e implantes médicos (Costerton, Stewart e
Greenberg, 1998).

Neste contexto, o biofilme dental bacterianc (placa bacteriana) é uma
pelicula incolor, aderente, n&o mineralizada e composta por diversas espécies de
bactérias organizadas e sustentada por uma matriz de proteinas salivares,
leucécitos, células descamadas, polissacarideos e restos alimentares que se forma
sobre as superficies dos dentes e tecidos gengivais em diferentes sitios da cavidade
oral (Marsh e Bradshaw, 1897).

Os colonizadores primarios encontrando condigdes favoraveis aderem-se a
superficie por reagdes fisico-quimicas, multiplicando-se sobre o substrato, formando
micro-colénias (Rasteiro, 2011).

O pH, niveis de nutrientes, oxigénic, forcas idnicas e temperatura séo
caracteristicas que podem ter um papel importante na adesdo microbiana a
superficie (O'toole, Kaplan e Kolter, 2000).

Dentre as bactérias que sdo responsaveis pela formacdo de biofilmes
podemos citar: Escherichia coli, Staphylococus aureus, Streptococus mutans,
Enterococus faecalis, entre outras (Antunes et af., 2006; Abdollahi, Rezaei e Farzi,
2012).

Apesar de muitos microrganismos do biofilme dental estarem associados a
cérie algumas bactérias sdo muito mais ativas que outras. O Streptococcus mutans

é um dos microrganismos orais mais relacionados ao desenvolvimento da carie.
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Acredita-se que S. mutans esteja envolvido com o desenvolvimento inicial da mesma
por ser capaz de colonizar 0s dentes, produzir polissacarideos intra e extracelulares,
ser altamente acidogénico e acidarico, além de metabolizar varias glicoproteinas
salivares. O Sfreptococus mutans tem sido considerado a principal espécie
microbiana envolvida na formac&o do biofiime dental. Estes ndo s&o encontrados na
cavidade oral antes da erup¢do dos dentes e estdo associados as bacteremias,
endocardites, abcessos e infecgdes (Kloster, 2011). Os glucanos produzidos pelos
S. mutans facilitam a aderéncia e 0 acimulo de microrganismos, estabelecendo uma
matriz extra celular resistentes as forgas mecéanicas normais de remogao presentes
no hospedeiro, proporcionando alguma prote¢do ac sistema imune (Canettieri et al.,
2010).

As mutacinas sd3o importantes na composi¢cdo do BD, contribuindo para a
estabilidade e colonizagdo das espécies cariogénicas, na manutengio e organizac¢éo
de nichos e na atividade antimicrobiana altamente complexa. Isto taivez explique por
que os Streptococus mutans uma vez estabelecidos, sdo dificeis de serem
eliminados da microbiota oral (Chattoraj et al., 2010).

Os Streptococcus oralis e Streptococcus salivarius também sdo comumente
encontrados nesse biofiime e contribuem para tornar o meio mais adequado para
colonizagdo do S. mutans, porém, ndo atuam diretamente na desmineralizacdo do
esmalte dentario, haja vista ndo serem aciduricos nem acidogénicos (Alves et al.,
2009). A adesado do S. Mutans se relaciona a sua patogenicidade e, portanto,
métodos mecanicos e quimicos, bem como a utilizagdo de agentes antimicrobianos
tém sido estudados (Freires ef al., 2010).

As espécies fingicas do género Candida coexistem com a comunidade
bacteriana da microbiota oral normal, podendo ser isolada em até 60% das
cavidades orais. Apresentam fatores de viruléncia envolvidos na formacdo do
biofilme, sendo que os fatores ambientais tais como: saliva, fluido gengival, pH e
nutrientes favorecem a agregacdo e coadesdo entre a mesma e 0s microrganismos
que também participam das principais patologias orais como carie e doengas
periodontais por representarem um grupo de microrganismos oportunistas, podendo
causar infeccbes diagnosticadas como candidoses. Das espécies envolvidas nas
candidoses a Candida albicans € a mais prevalente. Tém sido elucidados



mecanismos moleculares envolvidos com a viruléncia de espécies desta na tentativa
de elaboragao de formulagdes que apresentem maior especificidade, como também
menos efeitos colaterais (Castro e Lima, 2011; Almeida, 2012).

Infecgbes respiratérias adquiridas em ambientes hospitalares podem estar
associadas ao BD devido aos pacientes apresentarem uma higiene bucal deficiente
durante a sua internagdo. Este biofilme pode abrigar diversos microrganismos
pulmonares facilitando o desenvolvimento de pneumonias. Uma preocupagio é com
a pneumonia nasocomial principalmente em pacientes de Unidade de Terapia
Intensiva - UTI, sugerindo-se a revisio de procedimentos especificos no combate
destes patdgenos na cavidade oral (Oliveira et al., 2007).

Qutra preocupagdo na area odontolégica &€ com pacientes que usam
aparelhos ortoddnticos fixos. O uso destes aparelhos gera o acumulo maior de
restos alimentares e um maior crescimento bacteriano sobre a superficie dental
{(Juiz, Alves e Barros, 2010).

Conseguir controlar o acumule do BD n&o é& tarefa facil. Os habituais
meétodos para remocdo mecénica requerem tempo, motivacdo e destreza manual
(Marinho e Aratjo, 2007), O uso complementar de agentes quimicos poderia ser
uma forma de superar esta deficiéncia. O veiculo ideal deveria apresentar boa
substantividade, lenta liberacéo evitando que seu efeito seja neutralizado pela acéo
do fluxo salivar rapidamente (Ditterich et al., 2007).

Dentre os agentes quimicos, o gluconato de clorexidina, tem se destacado
pela sua eficacia comprovada na remog¢ao quimica do biofilme cariogénico ou
periodontopatogénico {Lawrence ef al., 2008).

A clorexidina, cuja estrutura quimica estd apresentada na Figura 3.1 -
Estrutura quimica da clorexidina.

, & aceita como padrdo-ouro para o tratamento de doencas bucais.
Geralmente é mais eficaz contra microrganismos Gram-positivos, incluindo os
Streptococos do grupo mutans, que sdo particularmente sensiveis a clorexidina.
Porém, a frequente utilizagdo de clorexidina ndo é aconselhavel devido aos efeitos
colaterais locais, como a descoloragio de dentes, restauragbes e proteses,
ulceragdo da mucosa oral e alteracéo da percepgdo gustativa, conforme ja descrito
(Oliveira ef al., 2011).
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Figura 3.1 - Esfrutura quimica da clorexidina.
Fonte: Pubchem (2008).

Devido a sua natureza catibnica, ela adsorve-se a compostos aniénicos
como glicoproteinas salivares, radicais fosfatados e carboxilicos presentes no
biofilme dental como bactérias e polissacarideos extracelulares, pelicula dental e
macromoléculas presentes na mucosa oral. O seu mecanismo de a¢do antibac-
teriano é explicado devido & molécula catidnica da clorexidina ser rapidamente
atraida pela carga negativa da superficie bacteriana, sendo adsorvida 8 membrana
celular por interagdes eletrostaticas, provavelmente por ligagdes hidrofobicas ou por
pontes de hidrogénio (Freires et al., 2010).

Apesar de sua excelente atividade, seu uso é limitado em cerca de 7 dias
devido ac desenvolvimento de importantes efeitos adversos, como o aparecimento
de manchas sobre 0 esmalte, lingua e restauragdes dentarias,; alteragado no paladar
devido a interacdo com as papilas gustativas, e um gosto fortemente amargo, ¢ qual
& muito dificil de ser mascarado em preparagdes farmacéuticas (Menegon, 2009).

Diante das limitagbes desse agente, outros agentes antimicrobianocs,
incluindo os de origem natural, vém sendo investigados.

3.2 Produtos Naturais na Prevengao das Doencas Bucais

Os métodos para prevencdo e controle das doengas bucais estdo
orientados, direta ou indiretamente a modificacdo da atividade do biofilme dental
bacteriano para estados compativeis com a saude. Portanto, o estabelecimento de
medidas que se interponham a qualquer das propriedades fisiolégicas de bactérias



potencialmente cariogénicas podem resultar na preven¢ao das doencas da cavidade
oral e na manutengéo da salde dental e do periodonto (Valdevite, 2011).

A diversidade de utilizagdo das plantas resulta do conhecimento empirico da
acdo dos vegetais nas doengas por muitos e diferentes grupos étnicos. Por muitos
séculos as plantas medicinais eram a uUnica forma de utilizag8c como agentes
terapéuticos. Hoje esse conhecimento continua evoluindo e permitindo que se
alcance novas aplica¢bes destes recursos (Rasteiro, 2011).

Muitas plantas aromaticas fazem parte do patriménio etnofarmacoléogico de
comunidades desde as mais remotas as mais desenvolvidas. A validacdo cientifica
do potencial medicinal de remédios tradicionais preparados com plantas aromaticas
tem conferido a algumas e a algum produto obtido delas, o estatuto de farmaco e o
reconhecimento pelos sistemas de medicina alopatica. Muitas delas, particularmente
seus éleos essenciais servem a industria do medicamento por possuirem atividades
bioldgicas de valor terapéutico (Cavaleiro, 2007).

As plantas medicinais constituem importantes recursos terapéuticos para o
tratamento da saude. Desde muito tempo s&o utilizadas como terapia alternativa e
tem sido um recurso ao alcance do ser humano com virtudes que passaram de
geragéo a geracao. Até nas sociedades mais industrializadas, ¢ uso de vegetais in
natura pela populagdo tem se intensificado. Além da agao terapéutica comprovada
de muitas espécies, estas representam parte integrante da cultura de um povo,
sendo um saber utilizado e difundido pelas populagdes ao longo do tempo (Freires et
al., 2010). A estimativa de utilizac@o pelas comunidades locais & cerca de 10% com
finalidade terapéutica, mas apenas 1% s&o reconhecidas cientificamente (Khan et
al., 2009).

Pelas suas propriedades quimicas possuem grande potencial
antimicrobiano. Esta propriedade tem gerado um grande interesse, levando a
investigagbes de compostos ativos, visando o desenvolvimento de produtos que
além da atividade farmacologica, apresente biocompatibilidade, baixa toxicidade e
preco acessivel (Figueiredo, 2009).

O Brasil possui grande potencial para o desenvolvimento de produtos
naturais, haja vista ter a maior diversidade vegetal do mundo (Brasil, 2006). O uso
de plantas medicinais € uma realidade constante devido ao acesso facilitado a



populagdo. O conhecimento empirico somado ao conhecimento cientifico permitira
de forma segura o uso destes agentes. Em maio de 2006 o Ministério da Saude
aprovou a Politica de Praticas Integrativas e Complementares (CNPIC) no ambito do
Sistema Unico de Saude - SUS, (Brasil, 2006).

O Ministério da Saude langou em 2007 a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) visando garantir & populacdo brasileira o acesso
seguro e o uso de forma racional de plantas medicinais e fitoterapicos. Os objetivos
s&o: implantar a utilizagdo de plantas medicinais e fitoterapicos e os servigos que se
relacionam a fitoterapia no SUS, desenvolvendo instrumentos para pesquisas,
desenvolvimentos de tecnologias e inovacgbes na area, promover e reconhecer
essas praticas tradicionais de uso de plantas medicinais como também estabelecer
uma politica intersetorial visando o desenvolvimento socicecondmico na area de
plantas medicinais e fitoterapicos (Brasil,2007)

A Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos tem em suas
diretrizes o fortalecimento da agricultura familiar, inserindo este segmento na cadeia
produtivas das plantas medicinais e fitoterapicos. A Relagdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao (RESINUS), lista 71 espécies de plantas que podem
gerar fitoterapicos destinados ao Sistema Unico de Saude (SUS) encontra-se no
Anexo 1 (Brasil,2009).

Apoiado no conhecimente popular, no crescimento da fitoterapia dentro de
programas preventivos e curativos, e diante da limitagéo do uso de antimicrobianos
sintéticos, evidenciado pelo aumento da resisténcia pelos microrganismos e efeitos
cotaterais indesejaveis de alguns antibiéticos, novos agentes sdo propostos
buscando a diminuigdo de tais eventos. Assim, estudos sobre a avaliagdo de
diferentes extratos de plantas no controle do biofime dental tém sido conduzidos
(Oliveira et af., 2007; Pedro ef al., 2009; Castro, 2010).

Os produtos de origem vegetal assumem importante papel dentro das
pesquisas em odontologia. Muitos extratos vegetais com conhecidas atividades
antimicrobianas tém sido utilizados e estas caracteristicas sdo atribuidas aos
compostos sintetizados pelo metabolismo secundario das plantas (Carson, Hammer
e Riley, 2006).
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Os compostos secundarios produzidos pelas plantas podem ser separados
em varios grupos de acordo com as estruturas quimicas. Dentre eles, os dleos
essenciais  apresentam  atividades farmacologicas como:  antissépticas,
antimicrobianas, anti-inflamatdrias, dentre outras usadas na medicina popular e na
fabricac&o de medicamentos (Andrade et al., 2012).

Esses compostos, em baixas concentragbes, exercem inibicdo sobre o
crescimento de bactérias gram positivas € gram negativas como também sobre
microbacterias, fungos e leveduras o gue confirma a importancia que esses produtos
apresentam, criando perspectivas para a produgéo de novos produtos farmacéuticos
(Filogonio, 20089).

O grupo de compostos com atividade biolbgica extraidos das plantas
incluem terpenandides e Oleos essenciais, alcaldides, lecitinas e peptideos,
polifendis, quinonas, flavondides, taninos e cumarinas. A auséncia de efeitos
colaterais atrelado ac baixo custo da produgio é um ponto de grande importancia
para o seu desenvolvimento (Valdevite, 2011).

Na dlltima década alguns frabalhos foram desenvolvidos no sentido de
verificar a eficicia de produtos naturais no controle do biofilme dental. A maioria
desses estudos se refere ao controle do biofilme dental bacteriano, como o gel e
extrato de Punica granatum (roma), L. sidoides (alecrim e pimenta) (Botetho ef al.,
2009) e extrato de Rheedia brasifiensis (bacuri) (Almeida et al., 2008).

Em revisdo bibliografica realizada por Oliveira (2007) sobre plantas
medicinais indicadas para afeccdes odontolégicas, foram encontradas 132 espécies,
distribuidas em 52 Familias Botanicas citadas como Uteis no tratamento de afecgbes
odontolégicas. As espécies mais citadas de acordo com a bibliografia consultada
foram Punica granatum L. (10 citagbes), Althaea officinalis L. (8 citacbes), Salvia
officinalis L. (8 citagbes), Calendula officinalis L. (8 citagbes), Malva syivestris L (7
citagBes), Plantago major L. (6 citagdes).

Os oOleos essenciais sfo requeridos pelos seus efeitos sobre o sistema
digestivo e aparelho respiratério, pela atividade analgésica e anti-inflamatéria ou por
efeitos inespecificos, particularmente sobre a pele e tecidos expostos (Cavaleiro,
2007).
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O uso de dleos essenciais como agentes antimicrobianos apresenta duas
caracteristicas principais: /) origem natural, o que significa mais seguranga para o
meic ambiente /) baixo risco de desenvolver resisténcia bacteriana, pois os 6leos
essenciais sdo misturas de varios compostos que aparentemente apresenta
atividade antimicrobiana diferenciada dificultando a adaptag&o de microrganismos
(Peralta, 2012).

Sendo assim, os 6leos essenciais podem ser pesquisados como alternativa
terapéutica para reverter a resisténcia aos antimicrobianos, para controle de
patégenos causadores de infecgdes, bem como no controle de biofilmes
bacterianos.

3.2.1 Oleos Essenciais

O termo dleo essencial foi definido no século XV! por Paracelso, médico e
alquimista suigo, para quem o componente efetivo de uma droga era a “quinta
esséncia’ (Machado e Junior, 2011). Na legislagcdo brasileira, a definicdo de dleo
essencial esta contida na resolugdo RDC n. 2, de 15 de janeiro de 2007- ANVISA,
constando que o6leos essenciais - OEs s&o “produtos volateis, de origem vegetal,
obtidos por processos fisicos” (Mussi, 2011).

Os déleos essenciais s&o caracterizados como misturas complexas de
compostos de baixa massa molar, podendc conter mais de 60 componentes e
caracterizam-se pela presenc¢a de dois ou trés compostos majoritarios que, em geral,
determinam a sua propriedade biolégica (Machado e Junior, 2011). Uma importante
caracteristica destes, responsavel pela agao antimicrobiana, sdo os componentes
hidrofébicos que permitem a quebra de lipidios da membrana celular bacteriana
tornando-a mais permeavel e desintegrando suas estruturas (Sikkema, De Bont e
Poolman, 1994).

A principal caracteristica dos OEs é a volatilidade, diferindo assim de 6ieos
fixos que sdo misturas de substancias lipidicas originadas de sementes. Outra
caracteristica &€ o aroma intenso e agradavel, sendo por issoc chamados de
esséncias (Rasteiro, 2011).
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Fisicamente, se apresentam no estado liquido & temperatura ambiente, com
aspecto incolor ou claro. Ndo se misturam & agua, sendo alguns altamente volateis,
lipofilicos, geralmente odoriferos e podem ser extraidos de vérias partes da planta
como flores, folhas, galhos, cascas, frutos, raizes ou de piantas inteiras, como
especiarias e ervas medicinais e de diferentes modos, como hidrodestilagdo,
destilagdo a vapor (direto, indireto e coobagdo), CO, supercritico, ou com a
utilizaglo de solventes organicos ou gorduras {Simbes, 2003; Machado e Junior,
2011; Veras, 2011). Em fungéo do modo de extragdo, normalmente por destilagéo a
vapor, eles contém uma variedade de moléculas volateis como terpenos e
terpendides, compostos aromaticos derivados do fenol e componentes alifaticos,
respectivamente (Bakkali ef al., 2008).

A atividade bioldgica de 6leos essenciais, extratos de plantas, tem sido alvo
de intensa investigagao cientifica. Plantas aromaticas sdo ampiamente utilizadas no
combate a diversos tipos de infecgdes pela medicina popular, por apresentarem
amplo espectro de atividade antimicrobiana contra bactérias, fungos e leveduras
com inibicdo comprovada (Rasteiro, 2011). Os dleos essenciais trazem beneficios
clinicos de grande significado sendo recomendado ¢ seu uso associado a limpeza
mecénica. Bochechos contendo dleos essenciais em enxaguatérios antiplaca e
antigengivite obtiveram efeito antimicrobiano contra periodontopatégenos
subgengivais justificande que o controle do biofiime supra gengival influencia na
progressdo da periodontite (Fine et al., 2007).

Os dleos essenciais também reduzem o numero de bactérias nas
bacteremias que resultam de procedimentos dentarios, como também na saude
gengival em torno de implantes pés cirurgias periodontais (Seymour, 2003).

Os Gleos essenciais ndo necessitam de equipamentos especiais para
obtencdo e sdo de baixo custo (Filogbnio, 2009). Quimicamente derivam dos
fenilpropandides e terpandides, este ultimo encontrado em maior frequéncia. Os
terpandides sdo seus constituintes preponderantes sendo os mais frequentes os
monoterpenos, cerca de 90% (Gnatta, 2012). A caracterizagdo quimica dos
componentes dos o6leos essenciais € realizada normalmente atraves de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa e uma grande variagao
na composigdo dos ¢leos essenciais tem sido observada dependendo da origem da
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planta, do estagio de desenvolvimento e da parte usada para destilagdo do dleo
(Simdes, 2003; Probst, 2012). No entanto, mesmo que dleos diferentes apresentem
compostos iguais qualitativamente, diferengas quantitativas fardo com que aquele
6leo tenha propriedades quimicas e bioldgicas diferentes dos demais (Trombetta et
al., 2005).

Os efeitos positivos dos oleos estdo associados aos seus principios ativos e
compostos secundarios. (Gnatta, 2012).

Em nivel celular ndo se conhece ao certo o mecanismo de agdo dos 6lecs
essenciais. Acredita-se que a maioria deles exerga efeito antimicrobiano atuando na
estrutura da parede celular do microrganismo patogénico, desnaturando e
coagulando proteinas. Esta atuagdo se daria na alteragdo da permeabilidade da
membrana citoplasmatica devido ao carater lipofilico dos dleos essenciais, o que
interromperia os processos vitais das células como translocagdo de proteinas,
fosforilagdo e outras reagdes que dependem de enzimas. Essas reagdes resultariam
na perda do controle quimiosmoético da célula afetada, ocasionando a morte do
patégeno (Dorman, 1998).

Produtos anticarie que contém dleos essenciais também alcangaram bons
niveis de potencial antimicrobiano, justificando assim a atrag&o por antimicrobianos
de origem natural.

3.2.1.1 Oleo Essencial de Melaleuca alternifélia

O género Melaleuca, pertencente a familia botanica Myrtaceae de plantas
arbustivas ou arbéreas, é utilizado a muitos anos pelos aborigenes no tratamento de
suas doencas. Das espécies do género se destaca a Melaleuca alternifolia, tendo
em sua composicdo uma menor guantidade de componentes com potencial
alergénico como o cineol e o d-limoneno. O seu dleo essencial pode ser extraido das
fothas, ramos, caules. Tem sua composic@o regulamentada pela ISO 4730 (ISO
4730; 1996) (Bertoluzzi, 2008).

Inclui aproximadamente 100 espécies nativas da Australia e ilhas do Oceano
indico. E comumente conhecida na Australia como “arvore do cha”, florescendo
principalmente em areas de pantano, proximas a rios. Atinge uma altura de 5 a 8
metros, exibindo folhas que sdo longas, estreitas, pontiagudas e alternadas. As
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flores sdo sésseis, tém espinhos e apresentam coloragdo que vai do branco ao
amarelo e arroxeado (Mussi, 2011). Seu principal produto é o 6leo essencial de
Melaleuca altemifélia, também denominado 6leo da arvore do cha - Tea Tree Oil
(TTO). E extraido da planta por hidrodestilagdo ou destilagdo por arraste a vapor. A
rentabilidade da produgcdo depende tanto do rendimento da folha quanto da
concentragao do o6leo no momento da colheita. Nas épocas mais frias sua
concentragdo diminui quando comparada as épocas mais quentes (Oliveira et al.,
2011).

O responsavel pelo nome “Tea Tree" foi o capitdo James Cook, que ao
desembarcar na baia de Botany na Australia, em 1770, observou os aborigenes
fazer cha medicinal com folhas verde-escuro e contar histérias de uma lagoa magica
na qual as folhas caiam e a tribo se banhava ali para manter & saude. A Australia é o
seu maior fornecedor e onde se concentra os principais produtores dominando o
mercado e tecnologia para a produgéo (Lemos et al., 2008).

O primeiro a detectar suas propriedades antimicrobianas do TTO foi Penfold
em 1929. O mesmo ndo mancha; tem boas propriedades de penetracéo tecidual e é
compativel com sabdes, sendo considerado um solvente poderoso. E ativo contra
um grande numero de bactérias gram-positivas/negativas e fungos. A Concentragdo
Inibitéria Minima (CIM) contra os patégenos mais comuns situa-se entre 0,5 a 1%
(Simdes ef al., 2002). Uma foto ilustrativa da arvore do cha e do 6leo essencial TTO
esta apresentada na Figura 3.2.

(b)
Figura 3.2 - Foto ilustrativa (a) da arvore do cha e (b) do dleo essencial TTO.
Fonte: hitp-/Awww classificados-brasil.com e hilp:/ien wikipedia org
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O oleo essencial de Melaleuca alternifélia - TTO apresenta densidade
relativa de 0,885 a 0,906 sendo apenas moderadamente solGvel em dgua e miscivel
em solventes apolares. Deve ser armazenado no escuro preferentemente a baixas
temperaturas, sem umidade e com pouca quantidade de ar, pois sua estabilidade
pode ser influenciada por fatores como: temperatura de armazenamento, presenca
de calor, exposigdo ao ar e umidade. Para obtengdo de solugbes aquosas do Oleo
adicionam-se agentes emulsificantes como o Tween 80 (polietileno glicol) e o Tween
20 (polisorbato), ndo interferindo nas atividades antimicrobianas (Carson, Hammer e
Riley, 20086; Oliveira et al., 2011). Quimicamente o 6leo de Melaleuca alternifélia -
TTO é uma mistura complexa de diferentes compostos principalmente
monoterpenos e seus alcoois correspondentes, onde os principais compostos
responsaveis pela atividade antimicrobiana séo terpien-4-ol e 1,8 cineol. Existem
diversas variedades de quimiotipos de Melaleuca alternifélia e cada um produz 6leo
com uma composi¢cdo quimica diferente. Seis quimiotipos foram descritos: terpien-4-
ol quimiotipo 1, terpinoleno quimiotipo 2, e quatro tipos de 1,8 cineol (Hammer et al.,
2003). As estruturas quimicas do terpien-4-ol e do 1,8 cineol estdo apresentadas na
Figura 3.3.

(@) (b)

Figura 3.3 - Estrutura quimica (a) do terpien-4-ol e (b) 1,8 cineol.
Fonte: Oliveira et al., 2011.

O comité Australiano estabeleceu que o 6leo deve conter quantidades de
cineol abaixo de 15% e de terpien-4-ol acima de 30%. A indicagédo desses valores
maximos e minimos sdo indicados porque o cineol & conhecido como irritante de
pele e o terpien-4-ol é apontado como o de maior atividade antimicrobiana (Simdes
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ef al., 2002). O Terpinen-4-ol, em quantidade de 30 a 40% da composig¢do, detém a
atividade antimicrobiana, pois induz perda da membrana, interferindo na integridade
e fisiologia bacteriana (Oliveira et al., 2011).

Os mecanismos de agdo antimicrobiana foram parcialmente elucidados,
sendo que o dleo essencial - TTO causa perda da integridade da membrana, devido
a saida de fons e inibigdo da respiracéo. Essa propriedade € considerada de grande
interesse para as industrias alimenticias, farmacéuticas e cosméticas desde que o
uso de aditivos naturais ganhou importancia como tendéncia na substituicdo de
conservantes sintéticos artificiais (Machado e Junior, 2011).

Na literatura cientifica o élec essencial de Melaleuca alternifélia - TTO tem
apresentado atividade antimicrobiana, dentre elas antibacterianas, antifingica e
antiviral, além do efeito anti-inflamatério. Estes estudos discorrem sobre varias
aplicagbes do TTO por via cutdnea e in vitro principalmente no que diz respeito ao
tratamento de infecgbes. Casos de reagdes adversas também s&o relatados apés
usos do TTO. Foi relatado o0 caso de um paciente com dermatite de contato
decorrente da exposicdo ao TTO e exacerbada pela ingestic do mesmo. Uma
revisdo de 41 casos de alergia ao TTO em concentragdo de 5% a 10% evidenciou
que os casos S30 mais comuns nas concentragbes maiores e desencorajou a
aplicagado em concentra¢des acima desses valores (Gnatta, 2012).

Groppo et al. (2002) conduziram um estudo com base na comparagéo da
atividade antimicrobiana do alho, do olec essencial - TTO e da clorexidina contra
microrganismos orais. O estudo revelou que o alho e a clorexidina mostraram boa
atividade antimicrobiana contra S.mutans do que sobre outros microrganismos orais
e que TTO demonstrou atividade antimicrobiana significativa contra S. mutans e
também a outros microrganismos orais. Portanto, o dleo essencial de Melaleuca
alternifofia - TTO e alho foram relatados como agentes eficazes para serem
utilizados como alternativa a clorexidina. Ainda segundo Oliveira et al, (2011) o TTO
pode ser considerado como op¢ao para o tratamento das doengas periodontais. Ao
contrario da clorexidina, esse 6leo ndc mancha os dentes e a agdo antimicrobiana e
somada ao efeito anti-inflamatorio.

Hammer et al. (2003) realizaram um estudo para determinar a agéo
antibacteriana do TTO. Um total de 162 isolados bacterianos do Actinomyces
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géneros, Branhamella, Capnocytophaga, Clostridium, Eikenella, Fusobacterium,
Haemophilus  Lactobacillus, Neisseria, Peptostreptococcus, Porphyromonas,
Prevotella, Stomatococcus, Streptococcus e Veillonella foram testados quanto sua
suscetibilidade ao oleo de TTO. Todos os isolados foram inibidos e mortos por
concentragbes de 2% sendo que a maioria foi inibida ou morta em concentragbes
inferiores a 2%. Isolados com as menores Concentracdes Inibitorias Minimas (CIMs)
e Concentragbes Bactericidas Minimas (CBMs) eram do género Prevotella,
Porphyromonas, Veillonella e isolados com as maiores CIMs e CBMs eram do
género Streptococcus, Fusobacterium e Lactobacillus.

Conforme reportado por Ramamurthy e Lakshmi (2011), enxaguatério
contendo TTO reduz infecgdes e inchago das gengivas. Portanto, € amplamente
utilizado em doengas periodontais e ajuda a controlar o mau halite, o sangramento
gengival e a formagdo biofime dental bacteriano por ser eficaz na reducio do
namero S. mutans ou outras bactérias no meio bucal. O éleo também € aplicado em
Glceras orais para ajudar na cura, atuando na redugio do crescimento de bactérias
na hoca.

Hammer ef al(2003) avaliaram a susceptibilidade in vitro do éleo TTO,
verificando que apdés 30 segundos e apés 5 minutos ndo foi detectado
microrganismos viaveis. Isto sugere que o TTO poderia ser utilizado em produtos de
manutengdo na saude bucal.

Com relagéo 3 atividade antifungica do éleo de Melaleuca - TTQ, a literatura
tem demonstrado a eficacia do TTO sobre variadas espécies de fungos, dentre eles
a Candida albicans. Um estudo realizado com leveduras mostrou que Candida
afbicans tratadas com TTQO em concentragbes entre 0,25 a 1% apresentaram
alteragdes da permeabilidade e fluidez da membrana (Machado e Junior, 2011).

Atualmente, o odlec essencial — TTO €& empregado como agente
antimicrobiano ou preventivo em escala farmacéutica ou cosmética e a indicagéo vai
desde a utilizagdo em queimaduras, picadas de insetos, gel para espinhas, cremes
vaginais, cremes para a pele até dentifricios (Cox, Mann e Markham, 2001). Em
virtude da boa a¢éo antimicrobiana e do amplo emprego em diversas especialidades
médicas passou a ser utilizado também em odontologia com sucesso no tratamento
da candidose oral, pacientes com SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) e
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de outras infecgdes flingicas orais em pacientes com cancer em estado avangado. O
oleo essencial de Melaleuca - TTO, mesmo em concentragdes relativamente baixas,
tem apresentado eficacia antimicrobiana contra diversos microrganismos
causadores de lesdes pulpares, demonstrando que essa substancia possui potencial
acao terapéutica em pacientes com patologias endoddnticas (Oliveira et al., 2011).

No entanto, os dleos essenciais sdo substancias altamente volateis que
sofre reages de degradacdo em presenga de oxigénio e geram produtos
alergizantes fortes e/ou produtos com atividade menos biolégica que os compostos
originais (Pedro ef al., 2009; Oliveira et al., 2011). Entéo, para manter a estabilidade,
a atividade bioldgica e reduzir as doses requeridas de TTO sua associacdo com
matrizes polimericas no desenvolvimento de membranas bioativas tem se tomado
uma alternativa atraente por permitir fixar e reter o0 composto sobre a superficie da
membrana, aumentando assim sua eficacia. Dentre as matrizes poliméricas
utilizadas na associagdo com ¢leos essenciais destaca-se a gquitosana por ser um
polissacarideo catidnico com capacidade de formacgdo de fiimes excelente, além de
possuir grande potencial como material de reservatério ou matriz devido a sua
atividade antimicrobiana e ndo toxicidade {Hosseini et al., 2013).

3.3 Quitosana

A descoberta da quitosana (termo derivado da patavra grega Khiton, que
significa carapaga, casca ou caixa de revestimento) data do século 19, quando em
1859 Rouget avaliou formas de desacetilagéo do polimero natural quitina, composto
por unidades N-acetil-D-glicosamina ligadas através de (1,4)-p-X liga¢bes
glicosidica, que constitui a maior fraco dos exoesqueletos de insetos e crustaceos
sendo classificada como o segundo composto orgadnico mais abundante da
natureza, ficando atrds apenas da celulose. Este material foi nomeado como
guitosana em 1894 por Hoppe-Seyler e sua estrutura quimica finaimente resolvida
em 1950 (Braga,2012).

A quitosana caracterizada como uma fibra branca ou com tendéncia a um tom
castanho suave € um polissacarideo amino, biodegradavel, atoxica e derivada do
processo de desacetilagdo da quitina que pode realizar-se segundo duas metodologias
distintas: homogénea e hetercgénea. A desacetilagdo homogénea comega
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primeiramente por um pré-tratamento de inchamento e a eventual dissolucdo da
quitina, em hidréxido de sédio, a frio (=0°C) mediante a utilizacdo de uma relagdo de
1:10 (m/m) da quitina e de hidréxido de sédio. A desacetilagdo ocorre depois a
temperatura ambiente durante longos periodos de tempo. Permitindo-se assim que a
reacao n&o ocorra em determinados sitios da cadeia e que o ataque aos grupos amida
seja mais uniforme. A desacetilagéo termo alcalina heterogénea ocorre de preferencia
na regido amorfa da quitina e processa-se com a quitina sélida dispersa em meio
alcalino (solugdo alcalina de hidréxido de sédio ou potassio) sob temperaturas elevadas
de 90°C a 120°C e por um periodo de 2 a 5 horas sob atmosfera de nitrogénio e o
residuo é lavado para eliminagdo do excesso alcalino e seco a 110°C por 24 h (Dash et
al., 2011). Nos dias atuais é este o tratamento mais usado em escala industrial.

Uma representagdo esquematica das etapas de obtencdo da quitosana esta
mostrada na Figura 3.4.
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Figura 3.4 - Etapas da obtengdo da quitosana.
Fonte: Melo (2010).

Durante o curso da desacetilagdo alcalina, as ligagées N-acetil-D-glicosamina
presentes no C-2 (carbono dois) do anel glicopiranosidico do polimero natural quitina
s3o rompidas, formando ligagdes D-glicosamina que contém um grupo amino livre.
Desta forma, a quitosana ndo pode ser considerada uma molécula uniforme e sim um
grupo de polimeros parcialmente desacetilados, dos quais os que apresentam grau de
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desacetilagdo acima de 50%, comumente de 70 a 90%, podem ser considerados como
quitosana. Portanto, a quitosana € um copolimero constituido por unidades N-acetil-D-
glicosamina e D-glicosamina, ligadas através de (1,4)-p-ligagdes glicosidicas, mas com
predominancia das unidades D-glicosamina - Figura 3.5 (Laranjeira e Favere, 2009).

O baixo custo de produgdo, a abundancia de matéria-prima (fonte renovavel) e
0 aproveitamento dos subprodutos da pesca de crustaceos tornam o processo de
producdo de quitosana ecologicamente interessante e economicamente vidvel. No
entanto, um rigido controle das condigbes reacionais (tempo, temperatura,
concentragdo do banho alcalino e condigbes atmosféricas empregadas na reagéo de
desacetilagdo) & essencial em escala industrial para que se obtenha um polimero com

pureza, massa molar e com grau de desacetilagdo na faixa desejada (Silva et al,
2012).
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Figura 3.5 - Estrutura quimica da quitosana.
Fonte: Silva et al. (2012).

No estado sélido, a quitosana € um polimero semicristalino. Sua morfologia
tem sido muito investigada, e muitos polimorfismos s&o mencionados na literatura.
Cristais de quitosana s&o obtidos usando-se a desacetilagdo completa da quitina de
baixa massa molar. Na difragdo de raios X da quitosana & observada uma célula
unitaria ortorrdmbica com parametros a=0,807nm, b=0,844nm, ¢=1,034nm e
B = 90™(Valdevite, 2011).

A quitosana é comumente caraterizada pela sua massa molar (MW) e grau
de desacetilagdo (GD). A quitosana disponivel comercialmente tem grau de
desacetilagio maior que 85% e massa molar compreendida entre 100 e 1000 kDa. E
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geralmente aceito que a quitosana de baixa massa molar apresenta MW menor que
50 kDa, a de médio massa molar MW de 50 a 150 kDa e a de alta massa molar MW
maior que 150 kDa (Nguyen, Winnik e Buschmann, 2009; Tavaria et al, 2013). A
quitosana de grau medico deve apresentar um grau de desacetilagdo maior ou igual
a 90%.

O grau de desacetilagdo da quitosana pode ser determinado por diversas
técnicas como titulagdo potenciométrica, espectroscopia de infravermetho,
cromatografia gasosa ou cromatografia liquida de alta eficiéncia (Spin-Neto ef al.,
2008). No entanto, a tecnica mais utilizada para determinagéo do grau de acetilagdo
em amostras sdlida, tem sido a espectroscopia de infravermelho (Santos, 2004; De
Souza Costa Jr e Mansur, 2008). Esta técnica € adequada para anélises de rotina
uma vez que & rapida e de baixo custo.

Propriedades quimicas e fisicas da quitosana, tais como solubilidade,
cristalinidade, viscosidade, biodegradabilidade e consequentemente suas aplicagdes
sido afetadas pelo grau de desacetilagdo (Dash et al, 2011). A atividade
antimicrobiana da quitosana sobre os microrganismos também sofre influéncia da
massa molar e do grau de desacetilagdo (Vieira, 2005). Quanto menor a massa
molar € mencr o grau de acetilagdo mais eficiente sera a atividade antimicrobiana,
reduzindo o crescimento e a multiplicagdo dos micrerganismos (Holanda, 2011). Em
estudo reatizado por Liu et al. (2001) que avaliaram a ag8o antibacteriana, in vitro,
da quitosana e da carboximetil quitosana com diferentes massas motares sobre a
Escherichia coli, concluiram que quanto maior a massa molar e 0 grau de
desacetilacdo maior a agdo bactericida, devido ao aumento da concentragédo de
grupos NH, protonados, que podem se ligar & superficie bacteriana negativa das
células bacterianas.

Teixeira (2002) avaliou in vitro a agao antimicrobiana da quitosana com
diferentes massas molares e graus de desacetilagdo sobre Streptococcus mutans,
Streptococcus sobrinus e Strepfococcus sanguinis organizados em biofilme. A
quitosana de alta massa molar e grau de desacetilagdo e baixa viscosidade
apresentou efeito bactericida sobre bactérias orais organizadas em biofilme de forma
similar & clorexidina. No entanto, a quitosana com baixa massa molar e grau de
desacetilagdo nao foi capaz de inibir nenhuma cepa bacteriana testada.



Dentre os modelos propostos para explicar a agio antimicrobiana da
quitosana o mais aceitavel € que a interagdo das cargas positivas das moléculas de
quitosana com as cargas negativas da membrana microbiana é mediada pelas

PR - + 3
forgas eletrostaticas entre o grupo amina protonado NH*" e os residuos camegados

negativamente na superficie da (Tavaria ef al., 2013).

Quanto & soiubilidade o aumento do grau de desacetilagdo assegura a
presenga de grupos amino livres, os quais em meic acido, com valores de pH menor
que 6, podem ser faciimente protonados (NH3‘) gerando uma carga positiva por
unidade D-glicosamina e tornando a quitosana um polieletrélito catiénico soltvel em
agua (Krajewska, 2004, Lavorgna et al, 2010). Por outro lado, ¢ aumento do pH
para valores maiores que seis favorece a desprotonagao dos grupos amino e ¢
polimero perde a carga tornando-se insoluvel.

A quitosana é facilmente sollivel em solugdes acidas diluidas, pH< 6, devido
a quaternizagdo do grupo amino que tem um valor de pKa igual a 6,3 tornando a
quitosana um polieletrdiito catibnico ou seja, com uma alta densidade de carga
(Dash et al., 2011). O que justifica sua apreciavel interagdo com biomoléculas como
proteinas, polissacarideos anidnicos, acidos nucléicos, acidos graxos e silicatos em
camadas, montmorilonitas e bentonitas sodicas, por apresentarem cargas negativas
em suas superficies. A Figura 3.6 apresenta um esquema ilustrativo da solubilidade
da quitosana.

pH <6 pH>6
Soluvel InsolUvel

Figura 3.6 - Esquema ilustrativo da solubilidade da quitosana. Em pH< & os grupos amino da
quitosana s&c protonados conferindo a quitosana um comportamento policatiénico. Em pH>
6 os grupos amino da quitosana séo desprotonados e reativos.

Fonte: Silvaetal., 2011.




Um estudo in vitro mostrou que solugdes de quitosana mais diluidas
apresentaram maiores halos de inibigdo em comparacéo com as mais concentradas
para Streptococus mutans e Streptococus sanguinis, concluindo que quanto maior a
viscosidade menor a atividade antimicrobiana (Vieira, 2005).

As aplicagdes da quitosana na area médica devem-se essencialmente as
suas propriedades de biocompatibilidade, capacidade bactericida e quando em
contato com células humanas ndo provoca reacbes adversas, é uma substancia
segura para 0 organismo humano. A quitosana pode ser degradada por enzimas
amplamente encontradas no corpo humano {(presente em tecidos, érgdos e fluidos
corporais) e os produtos da degradacéo enzimatica séo os oligdmeros de n-acetil-D-
glicosamina, que sdo totalmente absorvidos pelo organismo. Por outro lado, a
quitosana é reconhecida por células tumorais, e consequentemente, pode trazer
farmacos ao seu alvo seietivamente devido a sua decomposigdo enzimatica e por
apresentar produtos de degradag¢do ndo téxicos (Costa, 2008; Holanda, 2011).

Na area odontologica, as aplicagdes da quitosana e seus derivados resultam
de suas propriedades bioadesivas, viscosas, permeabilizantes, antimicrobianas e
anticariogénicas que promovem a liberagdo prolongada de medicamentos na
cavidade oral, mostrando serem eficazes na redugdo do biofime dentario e no
tratamento de doengas perioddnticas e candidoses orais (Decker et al.,, 2005).

Desde a ultima década muitos estudos tém sido desenvolvidos com a
quitosana na area odontolégica que comprovam sua eficacia e ampliam suas
possibilidades de aplicagdo; alguns deles estdo listados abaixo.

Senel et al. (2000) observaram que a incorporagéo de 0,1% de clorexidina a
géis de quitosana com uma concentra¢do de 2% ¢& eficaz no tratamento de
candidoses da cavidade oral.

Decker ef al. (2005) mostraram que ¢ uso de revestimentos de quitosana
para a veiculagdo local de antimicrobianos, como a clorexidina, na mucosa oral,
canais radiculares ou boisas periodontais, s&o atoxicos para o hospedeiro.

Sano ef al, (2003) concluiram que um cotutério a base de quitosana foi
eficaz na reducdo da placa e na contagem de S. mutans da saliva num espago de
14 dias.



Pignatello et al. (2009) avaliaram hidrogéis a base de quitosana para
aplicagao bucal de anestésicos no tratamento de aftas; estes mostraram-se eficazes
promovendo a liberagao local e o aumento da biodisponibilidade do componente
ativo, além de reduzir 0 nimero de aplicagdes.

Uysal et al. (2011) com o objetivo de prevenir a desmineralizag3o ao redor
dos brackets ortoddnticos realizaram um estudo de comparacdo de um dentifricio a
base de quitosana com os dentifricios fluoretados de uso comum e observaram que
os dentifricios & base de quitosana reduzem a descalcificacdo do esmalte a volta
dos braquetes dentarios em pacientes em reabilitagio e com fraca higiene oral.

De acordo com Luca, (2011) dependendo da concentragdo e do tempo de
contato com o dente, a quitosana interfere no processo de desmineralizagdo do
esmalte dentario pela inibigéo da perda de fésforo e age como uma barreira contra a
penetracdo de acidos na estrutura dentaria.

Apesar de ja existir varias aplicagdes para a quitcsana em produtos orais,
outros usos poderdo incluir a sua associagéo com derivados de polifendis a fim de
constituir um beneficio adicional (Tavaria et al., 2013). Portanto, a tecnologia de
encapsulamento de odleos essenciais em matriz de quitosana pode ser uma
alternativa para garantir a protecBc dos 6leos essenciais evitando reagbes de
oxidacdo e aumentando a sua biodisponibilidade.

Estudos realizados por Popa e colaboradores (2000) avaliaram a interagdo
entre a quitosana e polifendis em casca de madeira e concluiram que a quitosana e
os polifendis formam um complexo estavel em um meio alcalino demonstrando que
a associagdo deste polimero com 6leos essenciais sio adequados para methorar as
propriedades antimicrobianas da quitosana.

Zivanovic et al. (2005) comprovaram que a associa¢do de 6leos essenciais
como orégano, manjericdo e anis em matrizes de quitosana tem reforgado ainda
mais as propriedades antimicrobianas da quitosana. O mesmo resuitado tambem foi
comprovado por Sanchez-Gonzalez et al. (2010) com a obtencio de membranas de
quitosana associada ao dleo essencial de Melaleuca alternifolia. No entanto, foi
comprovado que essa associagdo promoveu descontinuidades estruturais que
favoreceram a obtengdo de membranas com propriedades mecanicas inferiores as
obtidas pelas membranas de quitosana sem éleo de Melaleuca alternifélia.

25



4 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo estdo descritos os materiais utilizados, os procedimentos
experimentais para preparagdoc das membranas bioativas e as técnicas de
caracterizagdo utifizadas tais como: microscopia 6tica, microscopia eletrénica de
varredura, espectroscopia na regido do infravermelho, propriedades mecénicas em
tracéo e atividade antibacteriana e antifungica in vitro.

4.1 Materiais

A Quitosana (C12H24N20s) fornecida na forma de p6 pela Polymar, com grau
de desacetilagio de 86,7% e densidade de 0,2 g/cm®, conforme informagdo do
fabricante foi utilizada como matriz polimérica na preparagio das membranas.

O &cido acético glacial P.A de 99,9%, foi usado como solvente para a
quitosana. Este reagente foi fornecido pela Vetec e usado como recebido.

O polisorbato (tween 20) fornecido por Mix das esséncias foi utilizado como
agente tensoativo para aumentar a estabilidade cinética da emulsdo obtida pela
mistura do 6leo essencial de Melaleuca alternifélia - TTO com a solugio de
quitosana.

O 6leo essencial de Melaleuca aftemifélia - TTO foi fornecido pela Destilaria
Bauru LTDA e conforme ficha técnica do produto, apresenta as seguintes
propriedades organolépticas: liquido limpido, sem cor e odor caracteristico picante e
as seguintes propriedades fisico-quimica: densidade de 0,895 g/mL a 20°C; indice
de refragdo de 1,478; indice de acidez & de no maximo 3 mg KOH/g; insoluvel em
agua e solivel em etanol 80%. A composigdo quimica esta apresentada na
Tabela 4.1 e as estruturas quimicas dos constituintes predominantes estao
mostradas na Figura 4.1.

As cepas de Sfreptococus mutans (ATCC 25175), Streptococus oralis
(ATCC10557) e Candida albicans {ATCC289065) foram cedidas pela Fundagéo
Oswaldo Cruz.



Tabela 4.1 - Composig¢éo quimica do élec essencial de Melaleuca altemifélia — TTO usado

neste estudo.
Constituinte %
a-thujeno 0,8
a-pineno 2.3
B-pineno 0,7
Mirceno 0,7
| a-terpineno 9,2
p-cimeno 24
Limoneno 1,3
1.8-cineol 1.9
y-terpineno 19,8
Terpinoleno 3.4
| terpinen-4-ol 32,1
a-terpineol 2.3
B-gurjuneno 29
Viridiflorino 2,0
Cis-calameno 22
CH, CH, CH,
OH
HiC CHy HsC CH, HyC CHy
(a) (b) ()

Figura 4.1 - Estruturas quimicas dos constituintes predominantes do 6leo essencial de
melaleuca alternifdlia - TTO: a-terpineno (a); Y-terpineno (b) e terpinen-4-ol (c).

Fonte: Oliveira et al.(2011)
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4.2 Métodos

4.2 1 Preparagéo das Membranas de Quitosana

A metodologia empregada na preparagdo das membranas de quitosana foi
realizada de acordo com estudo realizado por Braga (2012). Em resumo, a solu¢so
de quitosana foi preparada pela dissolugdo de 1 g de quitosana em 100 mL de uma
solugdo a 1% (v/v) de acido acético, sob agitacdo magnética a 45 °C por 2 h. Em
seguida, a solugdo polimérica foi filtrada a vacue, duas vezes, para remover o
material insoldvel. O filtrado foi vertido em placas de Petri e acondicionado em estufa
a 50 °C por 18 h para evaporagdo do solvente e forma¢do da membrana. Apés a
secagem, as membranas foram cobertas com uma solugao de hidréxido de sodio a
1M por meia hora a fim de assegurar sua completa neutralizagdo. Em seguida,
foram lavadas, com agua destilada, até pH neutro e secas a temperatura ambiente.

422 Preparacdo das Membranas de Quitosana Contendo Oleo de Melaleuca
Altemnifélia — TTO na Auséncia de Agente Tensoativo

A metodologia empregada na preparacdo das membranas de quitosana
contendo o dleo essencial de Melaleuca altemiflia — TTO, na auséncia de agente
tensoativo, foi adaptada de estudo realizados por Sanchez-Gonzalez et al. (2010). A
partir da solugdo de quitosana, chtida como descrito no item 4.2.1., foi incorporado o
oleo — TTO nas concentragdes de 3%; 9%; 12%; 15%; 22,5% e 30% em relacdo &
massa de quitosana, quantidades especificadas na Tabela 4.2, diretamente a
solucdo de guitosana que foi mantida sob agitacdo mecanica, agitador mecéanico
Fisatom 713D, a 600 rpm por 15 min. A escolha das concentragdes listadas foi feita
visando avaliar o teor maximo que poderia ser incorporado a matriz de quitosana.

Em seguida as solugdes de quitosana contendo o dleo essencial - TTO
foram vertidas em placas de Petri e secas em estufa a 50°C por 18 h. Apés a
secagem, as membranas foram cobertas com uma solugdo de hidréxido de sédio a
1M por meia hora a fim de assegurar sua completa neutralizacdo. Em seguida,
foram lavadas, com agua destilada, até pH neutro, e secas a temperatura ambiente.
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As codificacdes empregadas para as membranas de quitosana contendo 6leo
essencial de Melaleuca alternifdlia — TTO (membrana de quitosana/TTO) estdo
apresentadas na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 - Composigéo e codificagdo das membranas de quitosana com TTO na auséncia
de agente tensoativo.

Teor de TTO em mL (%) Codificagdo
0(0) MQN
0,10 (3) MQTTO3N
0,30 (9) MQTTOSN
0,40 (12) MQTTO12N
0,50 (15) MQTTO15N
0,75 (22,5) MQTTO22,5N
1,00 (30} MQTTO30N

4.2.3 Preparagdo das Membranas de Quitosana Contendo Oleo de Melaleuca
alternifolia — TTO na Presenga do Agente Tensoativo Tween 20

A metodologia empregada na preparagdo das membranas de quitosana
contendo o dleo — TTO, na presenca do agente tensoativo Tween 20, foi semelhante
a descrita no item 4.2.2. O - TTO, nas concentracdes de 3%; 9%; 12%:; 15%; e 30%
em relagdo a massa de quitosana foi incorporado na solugdo de quitosana
preparada conforme descrito no item 4.2.1. Antes da incorporagdo do TTO a solugdo
de quitosana o mesmo foi misturado manualmente com o Tween 20 na proporgio de
1:1 a fim de aumentar a estabilidade cinética da emuls&o obtida pela mistura do dleo
TTO com a solugio de quitosana.

A solugdo de quitosana contendo TTO/Tween 20 foi mantida sob agitagdo
mecénica, agitador mecanico Fisatom 713D, a 600 rpm por 15 min. Em seguida as
solugbes obtidas foram vertidas em placas de Petri e secas em estufa a 50°C por
18 h. Apos a secagem, as membranas foram divididas em dois grupos: membranas
neutralizadas com uma solucdo de hidréxido de sodio a 1M (cuja metodologia esta
apresentada no item 4.2.2) e membranas ndo neutralizadas.
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A composi¢do e a codificagdo das membranas de quitosana preparadas com
TTO na presenga do agente tensoativo Tween 20 estio apresentadas na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 - Composigdo e codificagdo das membranas de quitosana com TTO na
presenga do agente tensoativo Tween 20.

Codificagao
Teorde TTO Teor de Tween
mL (%) mL (%) Membranas ndo Membranas
neutralizadas neutralizadas
0(O) 0(0) MQ MQN

0,10 (3) 0,10 (3) MQTTO3T MQTTQO3TN

0,30(9) 0,30 (9) MQTTOOT MQTTO9TN
0,40 (12) 0,40 (12) MQTTO12T MQTTO12TN
0,50 (15) 0,50 (15) MQTTO15T MQTTO15TN
1,00 (30) 1,00 (30) MQTTO30T MQTTO30TN

4.3 Caracterizagdo

4.3.1 Andlise Microscépica da Superficie das Membranas

As superficies das membranas de quitosana preparadas sem TTO e com
3%; 9%; 12%; 15%; 22,5% € 30% de TTO, na auséncia e na presenga do agente
tensoativo (polisorbato - Tween 20), foram analisadas em microscépio éptico Hirox,
modelo KH-13000 (Figura 4.2), operando no modo transmissac e em microscopio
eletronico de varredura da Perkin Elmer modeic SSY-550 (Figura 4.3). Antes da
analise, as amostras foram cortadas e fixadas em um suporte pelo uso de uma fita
de carbono. Para estas caracterizagbes foram empregadas membranas
neutralizadas.



Figura 4.2 - Microscépio Optico Hirox, modelo KH-13000.

Figura 4.3 - Microscopio eletrénico de varredura Shimadzu modelo SSY-550.

4.3.2 Espectroscopia na Regido do Infravermelho (FTIR)

O 6leo essencial TTO e as membranas de quitosana preparadas sem TTO e
com 3%; 9%; 12%; 15%; 22,5% e 30% de TTO, na auséncia e na presenga do
agente tensoativo (polisorbato - Tween 20) foram caracterizadas por FTIR, em um
espectrometro Spectrum 400 Perkin Elmer (Figura 4.4) com varredura de 4000 a
650 cm' e resolugdo de 4 cm’. Para esta caracterizagdo também foram
empregadas membranas neutralizadas.
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Figura 4.4 - Espectrometro Spectrum 400 Perkin Elmer.

4 3.3 Propriedades Mecénicas

O ensaio de resisténcia a tragdo das membranas de quitosana preparadas
sem TTO e com 3%; 9%; 12%; 15%; 22,5% e 30% de TTO, na auséncia e na
presenca do agente tensoativo (polisorbato - Tween 20), ndo neutralizadas e
neutralizadas, foi conduzido de acordko com a norma ASTM
D 882 em uma maquina universal de ensaio DL (Digital Line) da Emic, utilizando
uma célula de carga de 20 Kgf e velocidade de deslocamento do travessdo de 5
mm/min. A resisténcia a tragdo (RT), a percentagem de alongamento na ruptura
(%A) e o médulo de elasticidade (ME) foram avaliados em oito amostras de cada
composicdo e os resultados obtidos reportados como uma média das 8 medidas.

4.3.4 Analise Microbiologica in vitro

Os ensaios microbiolégicos para determinacéo da atividade antibacteriana e
antifungica das membranas de quitosana preparadas sem TTO e com 3%; 9%; 12%;
15%; e 30% de TTO, na presenga do agente tensoativo (polisorbato - Tween 20),
ndo neutralizadas e neutralizadas, foram conduzidos pelo método da difusdo em
meio sélido, de acordo com a metodologia descrita por Castro e Lima (2010).
Inicialmente foi feita a sele¢do das cepas e preparagdo dos inéculos e em seguida a
determinacao da atividade antifungica e antibacteriana.

Suspensdes da cepa teste foram preparadas em BHI caldo (Brain Heart
Infusion Broth, DIFCO®, Sao Paulo, Brasil) e Caldo Sabouraud Dextrose
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(HIMEDIA®, Sao Paulo), para crescimento das bactérias e leveduras,
respectivamente, e padronizadas de acordo com ¢ tubo 0,5 da escala McFarland,
correspondendo & concentragdo de aproximadamente 10° e 10° Unidades
Formadoras de Colénia - (UFC mL") para bactérias e leveduras, nessa ordem,

A partir do indculo obtido em solugdo salina, foi feita a semeadura de 100 pL
do mesmo em placas de Petri contendo Agar Mueller Hinton (Acumedia®), para as
bactérias, e Agar Sabouraud Dextrose (HIMEDIA®, Sao Paulo), para leveduras, com
o auxilio de swab, de modo que toda a extensdo da placa fosse semeada.

Em cada placa semeada foram inseridos os discos das membranas de
quitosana, com 6 mm de didmetro, bem como discos de papel absorvente, de
mesmo tamanho, impregnados com ciorexidina ou nistatina, considerados controles
positivos, nas concentragdes de 1200 pg/mL e 400 pg/mL, respectivamente, sendo
todo o procedimento em triplicata.

Apds essa etapa, as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas, sendo 0
S. mutans incubado em condigdes de microaerofilia, para posterior mensuragéo dos
halos de inibigdo de crescimento bacteriano e fungico em milimetros (mm) (Bauer et
al., 1966}. O ensaio foi realizado em triplicata, sendo considerada a média aritmética
dos valores obtidos.

Estes ensaios (ensaios microbiolégicos) foram realizados no Laboratério de
Microbiologia Oral do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da
Paraiba, que disponibilizou linhagens de Streptococcus mutans (ATCC 25175),
Streptococcus oralis (ATCC 10557} e Candida albicans (ATCC 289065), cedidas
pela Fundagao Oswaldo Cruz.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, estdo apresentados e discutidos os resultados experimentais
referentes as caracterizagdes das membranas de quitosana preparadas sem TTO e
com 3%, 9%; 12%; 15%; 22,5% e 30% de TTO, na auséncia e na presenca do
agente tensoativo (polisorbato - Tween 20) feitas por: microscopia ética, microscopia
eletrénica de varredura, espectroscopia na regido do infravermelho, propriedades
mecanicas em tragao e atividade antibacteriana e antifungica in vitro.

5.1 Microscopia Otica (MO)

A Figura 5.1 e Figura 5.2 mostram as imagens obtidas por microscopia 6tica
das membranas de quitosana preparadas sem o O6leo essencial de Melaleuca
alternifélia — TTO (MQN) e com 3%; 9%; 12%; 15%; 22,5% e 30% de TTO, na
auséncia de agente tensoativo e neutralizadas (MQTTO3N; MQTTOSN;
MQTTO12N; MQTTO15N; MQTTO22,5N e MQTTO30N).

De acordo com a Figura 5.1, & possivel observar que a membrana de
quitosana (MQN) apresenta uma superficie compacta e ausente de poros, embora
muitos riscos provenientes da placa usada na confecgcdo da mesma estejam
presentes.

Figura 5.1 - Imagens obtidas por microscopia ¢tica das membranas de quitosana sem TTO e
neutralizadas (MQN).

As membranas de quitosana preparadas com 3%; 9%; 12%; 15%; 22,5% e
30% de TTO, na auséncia de agente tensoativo e neutralizadas (MQTTO3N;
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MQTTOSON; MQTTO12N; MQTTO15N; MQTTO22,5N e MQTTO30N), revelam a
formagéo de uma estrutura bifasica formada por uma fase continua constituida pela
matriz de quitosana e uma fase dispersa, constituida pelo 6leo essencial TTO
(Figura 5.2).

MQTTO3N

Figura 5.2 - Imagens obtidas por microscopia 6tica das membranas de quitosana com 3%;
9%: 12%: 15%; 22,5% e 30% de TTO, na auséncia de agente tensoativo (MQTTO3N,
MQTTO9ON; MQTTO12N; MQTTO15N; MQTTO22,5N e MQTTO30N) e neutralizadas.

A separagdo de fases e a coesdo das moléculas do 6leo essencial TTO
resultante da tensdo energeticamente desfavoravel, devido a natureza quimica polar

da fase continua e apolar da fase dispersa, fez com que as moléculas do TTO se
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arranjassem na forma de gotas esféricas de modo a minimizar a area da interface e
a favorecer um estado de menor energia. A tendéncia para a forma esférica é
baseada no fato de que a esfera é a forma geométrica com menor razdo area de
superficie/volume.

As imagens Figura 5.2 também evidenciam que, para todos os teores de TTO
estudados houve a formagéo de agregados lipidicos na matriz de quitosana, embora
0 aumento tenha sido mais pronunciado para teores mais elevados de TTO. Visando
minimizar ou eliminar os agregados de TTO na matriz de quitosana, membranas de
quitosana/TTO foram preparadas na presenga do agente tensoativo Tween 20 e os
resultados da microscopia dptica das mesmas estdo apresentados na Figura 5.3.

MQTTO3TN

MQTTOSTN

MQTTO30TN

MQTTO15TN

Figura 5.3 - Imagens obtidas por microscopia otica das membranas de quitosana com 3%;
9%: 12%:; 15% e 30% de TTO na presenga do agente tensoativo Tween 20 e neutralizadas
(MQTTO3TN; MQTTO9TN; MQTTO12TN; MQTTO15TN e MQTTO30TN).

De acordo com a Figura 5.3 houve uma boa dispersdo do TTO na matriz de
quitosana evidenciando que a dispersdo/dissolugdo do 6leo essencial TTO no
agente tensoativo Tween 20 antes do mesmo ser incorporado na solugdo de
quitosana é fundamental para a boa dispersdo do TTO na matriz de quitosana. A
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provavel causa deve ser a seguinte: a solugdo de quitosana contem grupos
-CH;COO- e -NH," em sua estrutura e o agente tensoativo Tween 20 anfétero, que
tem ions negativos e positivos, pode ter reagido com os grupos ~CH;COO- e =NH,*
ao mesmo tempo, resultando na boa dispersdo, conforme sugerido por Hsieh et al.
(2006) em estudo semelhante.

A parlir destes resultados podemos concluir que & possivel preparar
membranas de quitosana/TTO, com boa dispersdo do TTO na matriz de quitosana,
mesmo empregando elevados teores de TTO, desde que o dleo essencial TTO seja
previamente disperso/dissolvido no agente tensoativo Tween 20.

5.2 Microscopia Eletronica de Varredura {MEV)

As membranas de quitosana preparadas com 3%; 9%; 15% e 30% de TTO,
na presengca do agente tensoativo Tween 20 e neutralizadas (MQTTOS3N;
MQTTOS9N; MQTTO15N e MQTTO30N), também foram caracterizadas por
microscopia eietrénica de varredura (MEV) e as micrografias obtidas estdo
apresentadas na Figura 5.4. Estes resultados corroboram os dados de microscopia
optica. Para todos os teores de TTO estudados, houve uma boa dispersdo do
mesmo na matriz de quitosana (Figura 5.4 a). A membrana de quitosana contendo
30% de TTO (MQTTO30TN) apresentou uma estrutura porosa com tamanho de poro
em torno de 0,001 mm, bem dispersos e bem distribuidos ao longo da matriz. A
presenga de poros nesta membrana (MQTTO30TN) também foi evidenciada nas
imagens obtidas por microscopia dtica (Figura 5.3).
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[MaTTOSTN

MQTTO23TN

MQTTO15TN MQTTO30TN

MQTTO30TN

(b)

Figura 5.4 - Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura das membranas de
quitosana com 3%; 9%; 15% e 30% de TTO na presenca do agente tensoativo Tween 20 e
neutralizadas (MQTTO3TN; MQTTO9TN; MQTTO15TN e MQTTO30TN) com ampliagéo de
240X (a) e da membrana MQTTO30TN com ampliagao de 3000X.

38



5.3 Espectroscopia na Regido do Infravermelho (IV)

A estrutura quimica das membranas de quitosana preparadas sem 6leo
essencial TTO e neutralizadas (MQN); do éleo essencial de Melaleuca alternifdlia —
TTO e das membranas de quitosana preparadas com 3%; 9%; 12%: 15%; 22,5% e
30% de TTO, sem agente tensoativo (MQTTO3N; MQTTOSN; MQTTO12N;
MQTTO15N e MQTTO22,5N) e com o agente tensoativo Tween 20 (MQTTO3TN;
MQTTOSTN; MQTTO15TN e MQTTO30TN) e neutralizadas foi avaliada por
espectroscopia na regido do infravermelho e os espectros obtidos estéo
apresentados na Figura 5.5.
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Figura 5.5 - Espectros na regido do infravermelho do éleo essencial TTO e das membranas
de quitosana, preparadas sem TTO (MQN) e com teores variados de TTO, sem agente
tensoativo (a) e com o agente tensoativo Tween 20 (b) e neutralizadas.

A membrana de quitosana (MQN) mostra picos na faixa de 3750 cm’ a
3000 cm™, sobrepostas a banda de estiramento NH, referentes ao estiramento axial
do grupo OH; em 2920 cm™ e 2875 cm' atribuidos ao estiramento axial assimétrico
e simétrico da ligagdo CH dos grupos -CH, e —CHjs, respectivamente. Vibragdes
angulares dos grupos metileno e metil também sdo visiveis em 1376 cm’ e
1421 cm’, respectivamente (Mano, Koniarova e Reis, 2003). A absorgdo em
1645 cm’ associada a deformagdo axial da ligagdo carbonila C=0O da amida
secundaria e em 1574 cm™ [6nna’] referente as vibragdes angulares do grupo amina
protonado (Marchessault, Ravenelle e Zhu, 2006); a absorg¢éo na faixa de 1160 cm™
a 1000 cm™ & atribuida as vibragdes do grupo CO. A banda em 1149 cm™ & relativa
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as vibragbes assimétricas do grupo CO das pontes de oxigénio resultantes da
desacetilagido da quitosana. As bandas na faixa de 1080 cm’' a 1025 cm'sdo
atribuidas as vibragdes do grupo CO no anel COH, COC e CH,OH. Em 892 cm’’
corresponde as vibragdes da estrutura sacaridea da quitosana (anel piranésico)
(Darder, Colilla e Ruiz-Hitzky, 2003; Yuan et al., 2010; Paluszkiewicz et al., 2011).

O 6leo essencial de Melaleuca aftemifélia (TTO) mostra picos caracteristicos
em 3440 cm™” (OH), em 2955, 2924 e 2853 cm™ (estiramento CH), em 1467, 1442 e
1378 cm' (deformagdo CH) e em 888 cm' (anel aromatico), Figura 5.5
(Keawchaoon e Yoksan, 2011).

Os espectros das membranas de quitosana/dleo essencial TTO preparadas
(Figura 5.5) apresentam picos caracteristicos da quitosana e do éleo essencial, no
mesmo numero de onda. Contudo, em comparacdo com espectro da quitosana
(MQN), a adicao do 6leo essencial TTO resultou em um aumento significativo na
intensidade dos picos em 2920 cm' e 2875 cm™ (estiramento CH), especialmente
para o caso onde as membranas foram preparadas na presenga do agente
tensoativo Tween 20 (Figura 5.5 b), indicando um aumento no teor de grupos éster,
que pode ser proveniente das moléculas do dleo essencial TTO uma vez que ha
sobreposigdo das bandas da guitosana e do dleo essencial.

Estes resultados sugerem que nas membranas de quitosana, preparadas
com o olec essencial de Melaleuca alternifélia — TTO na auséncia de agente
tensoativo (Figura 5.5 a) houve uma encapsulagdo fisica. Por outro lado, nas
membranas de quitosana, preparadas com o 6leo essencial TTO na presenga do
agente tensoativo Tween 20 (Figura 5.5 b) & possivel ter havido ligagc&o ponte de
hidrogénio entre o 6leo essencial TTO e os grupos amina da quitosana, pois a
intensidade do pico em 1574 cm', referente as vibragdes angulares do grupo amina
protonado [6wna’], aumentou consideravelmente conforme regido destacada por
retangulo tracejado (Figura 5.5). Resultados semelhantes foram reportados por
Hosseini et al. (2013).



5.4 Propriedade Mecéanica - Tracdo

A influéncia da incorporagdo do TTO nas propriedades mecéanicas
(resisténcia a tragdo no escoamento-RT, porcentagem de alongamento na ruptura -
Along. e modulo de elasticidade - ME) das membranas (fimes) de quitosana esta
mostrada na Tabela 5.1 e Figura 5.6.

Tabela 5.1 - Dados das propriedades mecanicas em tragdo das membranas de quitosana
preparadas sem e com oleo essencial TTO na auséncia e na presenga de agente
tensoativo-Tween 20 e ndo neutralizadas

Amostra Espessura RT (MPa) Along. (%) ME (GPa)
(mm)

MQ 0,03 + 0,000 49,99+ 2,10 489+124 2,4 £ 0,036
MQTTO3 0,03 £ 0,004 40,33+ 1,59 26,30+576 1,810,084
MQTTO3T 0,03+0,017 17,58 £+ 1,94 2852+089 0,8+0,062
MQTTO9 0,03 £ 0,005 35,17 £ 6,03 2352+332 1,910,024
MQTTO9ST 0,04 £ 0,020 25,09+ 1,27 1786+562 1,1+ 0,075
MQTTO15 0,02 £ 0,007 20,98 + 4,51 7,25+ 3,36 1,2+ 0,019
MQTTO15T 0,04 £ 0,009 19,22 £ 2,52 595+1,24 0,9+ 0,059
MQTTO30 0,03 £0,006 4478+ 2,18 3049+220 1,8+0,058
MQTTO30T 0,05+0,010 12,47 £ 1,71 13,90+ 1,77 0,8+ 0,097

De uma forma geral, em comparacdo com as membranas MQ a adigao de
TTO, nas concentragdes investigadas, causou uma redugdo no moédulo de
elasticidade e na resisténcia a tracdo das membranas. Por outro lado, acarretou
aumento no alongamento na ruptura. Os valores das propriedades mecanicas
apresentados pelas membranas de quitosana preparadas com o agente tensoativo
Tween 20 (MQTTO3T, MQTTOST MQTTO15T e MQTTO30T) foram menores do
que as preparadas sem Tween 20 (MQTTO3, MQTTO9 MQTTO15 e MQTTO30).
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Figura 5.6 - Dados das propriedades mecénicas em tragdo das membranas de quitosana
preparadas sem e com oOleo essencial TTO na auséncia e na presenga de agente
tensoativo-Tween 20 e ndo neutralizadas.

A redugdo na resisténcia mecanica causada pela adigdo do TTO pode estar
relacionada com o arranjo estrutural da fase lipidica dentro da matriz de quitosana,
conforme dados de MO e MEV. Assim, as descontinuidades estruturais provocadas
pela incorporagédo do TTO podem explicar a menor resisténcia mecéanica das
membranas.

As membranas preparadas com Tween 20, além de apresentar
descontinuidades estruturais, exibem também uma estrutura porosa particularmente
para a membrana contendo 30% de TTO (MQTTO30T), conforme dados de MEV
apresentados no item 5.2, o que pode ter contribuido ainda mais para a redugéo das
propriedades mecanicas. Apenas alguns dos valores foram na faixa dos reportados
por Zivanovic et al.(2005); Srinivasa et al.(2007) e Vargas ef al. (2009). Varios
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fatores, tais como a fonte de quitosana, o meio &cido utiizado para dissolver o
peolimero e as condigbes experimentais podem explicar as diferengas observadas.

5.5 Atividade Antimicrobiana

A Tabela 5.2 mostra os resultados dos testes da atividade antibacteriana e
antifungica in vifro das membranas de quitosana preparadas sem 6éleo essencial
TTO (MQ) e com dleo essencial TTO na presenga do agente tensoativo Tween 20,
ndo neutratizadas (MQTTO3T, MQTTO9T, MQTTO15T, MQTTO30T) e neutralizadas
(MQTTO3TN, MQTTOSTN, MQTTO15TN, MQTTO30TN).

A avaliag@o antibacteriana e antifungica in vitro das membranas foi feita pelo
método de difusdo em meio solido, sobre cepas de Cadida albicans, Streptococcus
oralis e Streptococus mutans. Este método baseia-se na medigdo da zona limpida
causada pela inibicdo de crescimento produzida por um disco contendo o agente
antimicrobiano e antifingico quando colocado em contato direto com uma cultura
bacteriana (Weerakkody et al., 2010).

A membrana controle, membrana de quitosana sem o éleo essencial TTO
{MQ), ndo mostrou uma zona de inibi¢do nos organismos C. albicans e S. mutans,
mas mostrou uma zona de inibic&o no organismo S. oralis, cujo diametro médio do
halo de inibig&o foi de aproximadamente 6,0 mm conforme Tabela 5.2.

As membranas de quitosana preparadas com 6leo essencial TTO na
presenga do agente tensoativo Tween 20 e n&o neutralizadas (MQTTO3T,
MQTTOST, MQTTO15T, MQTTO30T), ndo foram eficazes contra C. albicans e S.
mutans, mas exibiu um forte efeito de inibicdo sobre o crescimento do 8. oralis, o
qual foi proporcional ao teor de dleo essencial TTO, conforme valores das médias
dos didmetros dos halos das triplicatas apresentados pelas referidas membranas
Tabela 5.2.

As membranas de quitosana preparadas com oleo essencial TTO na
presenga do agente tensocativo Tween 20 e neutralizadas (MQTTOS3TN,
MQTTO9TN, MQTTO15TN, MQTTCO30TN), ndo foram eficazes contra nenhum dos
organismos testados. No et al. (2002) observaram que a atividade antibacteriana da
guitosana foi aumentada pela presenca do acido acético, do acido férmico ou do
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acido latico dentro do meio. Portanto, a eliminacdo do &cido acético, cuja atividade
antimicrobiana € largamente conhecida, durante a etapa de neutralizagdo das
membranas pode ter contribuido para a inatividade antimicrobiana das mesmas no
fungo e nas bactérias testados neste estudo.

A nistatina e a clorexidina apresentaram atividade antimicrobiana, como
esperado, tendo como meédia dos diametros dos hales 20,0 mm para C. albicans,
17,3 mm para S. oralis e 16,6 mm para S. mutans) (Tabela 5.2),

Tabela 5.2 - Medidas dos halos de inibicado de crescimentoc microbianc e fiingico produzido
pelas membranas de quitosana e quitosana/dleo essencial TTO.,

Diametro da Zona de Inibigado {(mm)

Amostra
Organismos Testados
C. albicans S. onalis S. mutans
Nistatina 200+17 - -
Ciorexidina - 17,3215 16,6 £ 0,6
MQ 0,0 6015 0.0
MQTTO3T 0.0 7.3+00 0,0
MQTTOOT 00 9.0+£00 0,0
MQTTO15T 0,0 11,0100 0,0
MQTTO30T 0,0 14,01+ 0,0 0,0
MQTTO3TN 0.0 0.0 0,0
MQTTOSTN 0.0 0.0 0,0
MQTTO15TN 0,0 0.0 0,0
MQTTG30TN 0,0 0,0 0.0

Imagens do efeito inibitério das membranas de quitosana preparadas com
30 % de dleo essencial TTO, contra os microrganismos C. albicans, S. oralfis e S.
mutans sdo mostradas na Figura 5.7.



Figura 5.7 - Atividade antimicrobiana e antifingica das membranas de quitosana com 30%
em volume de 6leo essencial TTO, ndo neutralizadas e neutralizadas: (a) Albicans-Nistatina;
(b) Albicans- MQTTO30T,; (c) Mutans- Clorexidina; (d) Mutans-MQTTO30TN; (e) Oralis-
Clorexidina; (f) Oralis- MQTTO30T; (g) Oralis-MQTTO30TN.
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Qin et al. (2008) correlacionaram a solubilidade em agua da quitosana e sua
atividade antimicrobiana. De acordo com estes autores, quitosanas sollveis em
agua (grau de desacetilagéo < 50) ndo mostram atividade antimicrobiana. Por outro
lado, quitosanas insolliveis em agua, dissolvidas em meio acido, mostram atividade
antimicrobiana. Devido ao pH fisiclégico na célula ser aproximadamente neutro, as
amostras insoltiveis em agua podem precipitar, formando uma camada impermeavel
em torno da célula, blogueando os canais, que sdo determinantes para a vida das
células. Alem disso, tem sido estabelecido que a atividade antimicrobiana da
quitosana é resultado de varios mecanismos.

As interagdes entre as moléculas de quitosana carregadas positivamente e
as células microbiologicas carregadas negativamente podem levar a sua destruicdo
e perda de constituintes intracelulares essenciais. Moleculas de quitosana
dissociadas em solugdo, com baixa massa molar, podem se ligar com DNA e inibir a
sintese de mRNA através da penetragdo no nucleo dos microrganismos (Kong et al.,
2008).

Foi ocbservado em estudos in vifro que a incorporagdo de oleo essencial em
matriz de quitosana melhora suas propriedades antimicrobianas (Zivanovic, Chi e
Draughon, 2005; Pelissari et al, 2009). Entretanto, fatores como a fonte de
quitosana, a massa molar ¢ o0 grau de desacetilagdo da quitosana, 0 meic acido
utilizado para dissolver o polimero e as condigles experimentais podem afetar na
atividade antimicrobiana e antifungica das membranas.

Ressalta-se que este estudo representa uma avaliagdo inicial para
determinagd3o da atividade antifungica e antimicrobiana das membranas de
quitosana preparadas com 6leo essencial de Melaleuca TTO, sendo, portanto,
necessario o desenvolvimento de outres ensaios pré-clinicos incluindo melhorias na
determinacdo de concentragdes fungicida e fungistatica, bactericida e
bacteriostéatica.



6 CONCLUSOES

Membranas bioativas, para aplicagdo em cavidade oral, foram preparadas
por meio do encapsulado do 6leo essencial de Melaleuca alternifélia (TTO) em
quitosana, empregando as técnicas de incorporagdo direta do TTO a quitosana
dissolvida em acido acético e incorporagdo da emulsao de TTO- agente tensoativo
(polisorbato - Tween 20) a solugio de quitosana.

A técnica de incorporacéo direta do TTO resultou na separagdo de fases e
coesdo das moiéculas do 6leo essencial, formacéo de agregados lipidicos na matriz
de quitosana, para todos os teores de dleo estudados, sendo o aumento mais
pronunciado para teores mais elevados de TTO.

Membranas de quitosana/TTO, com boa dispersdo do mesmo na matriz de
quitosana, foram preparadas quando o 6leo essencial foi incorporado a matriz de
quitosana na forma de emuisdo com o Tween 20.

Os resultados de espectroscopia na regido do infravermeiho sugerem uma
interagéo fisica entre a quitosana e o 6leo essencial de Melaleuca alternifdfia - TTO
para as membranas preparadas na auséncia de agente tensoativo e interacdo
quimica — formacgao de ligagao ponte de hidrogénio entre o dleo essencial TTO e os
grupos amina da quitosana para as membranas preparadas na presenga do agente
tensoativo Tween 20,

O médulo de elasticidade e a resisténcia dessas a tragdo das membranas de
quitosana foram reduzidos pela presenga do TTO e o alongamento na ruptura
aumentou; sendo estes valores ainda menores para as membranas de quitosana
preparadas com o agente tenscativo Tween 20. As membranas preparadas com
Tween 20, além de apresentar descontinuidades estruturais, exibiram uma estrutura
porosa, particularmente para a membrana contendo 30% de TTO, o que pode ter
contribuido para os mengres valores das propriedades mecanicas.

As membranas de quitosana preparadas com bleo essencial TTO na
presenca do agente tensoativo Tween 20 e n&o neutralizadas, nao foram eficazes
contra C. albicans e S. mutans, mas apresentou efeito de inibigdo sobre o
crescimento do S. oralis, o qual foi proporcional ao teor de dleo essencial TTO.
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As membranas de quitosana preparadas com 6leo essencial TTO na
presenga do agente tensoativo Tween 20 e neutralizadas, ndo foram eficazes contra
nenhum dos organismos testados. A auséncia de residuos acidos pode ter
contribuido para a inatividade antimicrobiana das mesmas no fungo e nas bactérias
testados neste estudo.
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SUGESTOES PARA PESQUISAS FUTURAS

Avaliar a influéncia da matriz do nanocompésito (quitosana/argila) na incorporagéo
do 6leo essencial TTO.
Avaliar a liberagao controlada do 6leo essencial por medidas in-vitro.
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ANEXO 1

Relagdo de plantas medicinais de interesse do SUS (RENISUS)

Planta Planta
1 Achillea millefolium 37 Lippia sidoides
2 Allium sativum 38 Malva sylvestris
. Maytenus spp* (M. aquifolium ou
*
3 Aloe spp* (A. vera ou A. barbadensis) 39 M. ilicifolia)
o &
4 Alpinia spp (A._ zerumbet ou A. 40 Mentha prlsstion
speciosa)
" ; "
5 Anacardium occidentale 41 My s a,.M. pipenin
ou M. villosa)
h 4
6 Ananas comosus 42 Mikarid spp W ghomepataon 3
laevigata)
7 Apuleia ferrea = Caesalpinia ferrea ¥ 43 Momordica charantia
8 Arrabidaea chica 44 Morus sp*
9 Artemisia absinthium 45 Ocimum gratissimum
10 Baccharis trimera 46 Orbignya speciosa
1 Bauhinia spp* (B. affinis, B. forficata 47 Passiflora spp* (P. alata, P. edulis
ou B. variegata) ou P. incarnata)
- —r
12 Biddens piloss 48 Persea spp* (P. gransszma ouP.
americana)
13 Calendula officinalis 49 Petroselinum sativum
; ; Phyllanthus spp* (P. amarus,
1 Carape guianansis N P.niruri, P. tenellus e P. urinaria)
15 Casearia sylvestris 51 Plantago major
16 Chamomilla recutita = Matricaria 5 Plectranthus barbatus = Coleus
chamomilla = Matricaria recutita barbatus
*
17 Chenopodium ambrosioides 53 Folpanonspy” (1 ace ond

hydropiperoides)



18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

Copaifera spp*

Cordia spp* (C. curassavica ou C.
verbenacea) *

Costus spp* (C. scaber ou C. spicatus)

Croton spp (C. cajucara ou C.
zehntneri)

Curcuma longa
Cynara scolymus
Dalbergia subcymosa
Eleutherine plicata
Equisetum arvense

Erythrina mulungu
Eucalyptus globulus
Eugenia uniflora ou Myrtus brasiliana*®
Foeniculum vulgare
Glycine max
Harpagophytum procumbens
Jatropha gossypiifolia

Justicia pectoralis

Kalanchoe pinnata = Bryophyllum
calycinum*

Lamium dlbum

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

67

68

Portulaca pilosa
Psidium guajava
Punica granatum
Rhamnus purshiana
Ruta graveolens

Salix alba

Schinus terebinthifolius = Schinus
aroeira

Solanum paniculatum

Solidago microglossa

Stryphnodendron adstringens =
Stryphnodendron barbatimam

Syzygium spp* (S. jambolanum ou
S. cumini)

Tabebuia avellanedeae
Tagetes minuta
Trifolium pratense
Uncaria tomentosa

Vernonia condensata

Vernonia spp* (V. ruficoma ou V.
polyanthes)

Zingiber officinale

Fonte: Adaptado de Pinho e Pichonelli (2009).
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