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RESUMO

As bactérias podem ser a causa inicial de determinadas patologias como também um agente
secundario responsavel pelo desenvolvimento de complicagdes a exemplo as infec¢des das
lesdes por pressao. E o uso exacerbado de antimicrobianos para o tratamento dessas lesoes pode
contribuir para a selecdo de novas cepas bacterianas resistentes aos antimicrobianos
tradicionais. Dessa forma, foi comparado o potencial antibacteriano do oOleo essencial de
orégano (OEO) com o do 6leo essencial de tomilho (OET) sobre cepas de Klebsiella
pneumonie, além de incorpora-los em membranas de quitosana do tipo scaffolds, para o
tratamento de lesdes por pressao. Para tal, foi determinada a composi¢ao quimica dos oleos
essenciais (OEs), por meio da Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas
(CG-EM), bem como a Concentragao Inibitéria Minima (CIM), a Concentracao Bactericida
Minima (CBM) por micro diluigdo em caldo Mueller Hinton, e a Concentracao Minima de
Aderéncia (CIMA), com o uso de tubos de ensaio. Ja, voltando-se para o uso combinado dos
OEs com antimicrobianos, foi desenvolvido o estudo de associagao, pelo método de disco de
infusao. Por fim e posteriormente a realizacao da analise isolada e comparativa dos 6leos, foram
desenvolvidas membranas de quitosana, do tipo scaffolds, incorporadas com esses OEs.
Seguidamente a confec¢ao das membranas, realizou-se a analise quanto a estrutura quimica,
fisica e biologica, mediante a Microscopia otica (MO), a Espectroscopia na Regiao do
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), a Termogravimetria (TGA), ao Grau de
Intumescimento (GI), a biodegradacao enzimatica e a atividade antimicrobiana. Dessa maneira,
obteve-se como compostos majoritarios dos OES - o carvacrol, o para cimeno e o timol. Para o
OEO foi verificada uma CIM50 de 128ug/mL e CBM entre 512 pg/mL - 256 pg/m. Enquanto
para o OET, foi observada uma CIMS0 de 256ug/mL e CBM de 256 ng/mL para maioria das
cepas testadas. Com relacdo a capacidade de inibigao da formac¢ao de biofilme nem o OEO,
como também o OET e nem o digluconato de clorexidina 0,12% foram capazes. Para o estudo
de associacao foi observado um sinergismo dos dois OEs com a ampicilina e com a
gentamicina. No que se refere a caracterizacao das membranas, observou-se pela MO uma
estrutura porosa e superficie homogénea. Ja no ensaio de FTIR fo1i possivel confirmar a
incorpora¢ao dos OEs na membrana de quitosana. Os resultados de TGA indicam que nao
houve alteracao significativa da temperatura para inicio das perdas de massa pelas membranas
1soladas, como também, para as incorporadas com OEs. Todas as membranas apresentaram
grau de intumescimento elevado. No que se refere ao ensaio de Biodegradacao, observou-se
que as amostras submersas em lisozima apresentaram uma maior perda de massa. E da
avaliacao da atividade antimicrobiana, obteve-se que as membranas puras e incorporadas
apresentam capacidade de inibicao do crescimento da bactéria Klebisiella pneumoniae. Assim,
conclui-se que os OEs apresentam acao antimicrobiana sobre as cepas de Klebsiella
pneumoniae e quando incorporados em membranas de quitosana representam uma promissora
modalidade terapéutica para futuro tratamento de lesdes por pressao.

Palavras-chave: Biomaterial, Farmacologia; Fitoterapia; Microbiologia; Produtos naturais.



ABSTRACT

Bacteria may be the initial cause of certain pathologies as well as a secondary agent responsible
for the development of complications such as pressure sore infections. And the exacerbated use
of antimicrobials for the treatment of these lesions may contribute to the selection of new
bacterial strains resistant to traditional antimicrobials. Thus, the antibacterial potential of
oregano essential oil (OEO) was compared with that of thyme essential oil (TEO) on strains of
Klebsiella pneumonie, as well as their incorporation into scaffold-type chitosan membranes for
the treatment of pressure ulcers. To this end, the chemical composition of the essential oils
(EOs) was determined by Gas Chromatography Coupled with Mass Spectrometry (GC-MS), as
well as the Minimum Inhibitory Concentration (MIC), the Minimum Bactericidal
Concentration (MBC) by micro dilution in Mueller Hinton broth, and the Minimum Adherence
Concentration (MAC), using test tubes. Turning to the combined use of EOs with
antimicrobials, the association study was developed by the infusion disc method. Finally, and
after the isolated and comparative analysis of the oils, chitosan membranes were developed,
scaffolds type, incorporated with these EOs. After making the membranes, the chemical,
physical and biological structure was analyzed by optical microscopy (OM), Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR), thermogravimetry (TGA), degree of swelling (DS), enzymatic
biodegradation and antimicrobial activity. Thus, the majority compounds of the EOs -
carvacrol, para-cymene and thymol - were obtained. For OEO, an MIC50 of 128ug/mL and
MBC between 512 pg/mL - 256 pg/m was verified. While for TEO, an MIC50 of 256 ug/mL
and MBC of 256 pg/mL was observed for most of the tested strains. Regarding the ability to
mhibit biofilm formation, neither the OEO, nor the TEO, nor the 0.12% chlorhexidine
digluconate were able to do so. In the association study, a synergism of the two EOs was
observed with ampicillin and gentamicin. Regarding the characterization of the membranes, a
porous structure and homogeneous surface was observed by MO. In the FTIR test it was
possible to confirm the incorporation of the EOs in the chitosan membrane. The TGA results
indicate that there was no significant change in temperature for the beginning of mass loss by
the i1solated membranes, as well as for those incorporated with OEs. All the membranes
presented a high degree of intumescence. Regarding the biodegradation test, it was observed
that the samples submerged in lysozyme showed a greater loss of mass. And from the evaluation
of the antimicrobial activity, it was obtained that the pure and incorporated membranes
presented the capacity to inhibit the growth of Klebisiella pneumoniae bacteria. Thus, it is
concluded that the EOs present antimicrobial action on Kiebsiella pneumoniae strains and when
incorporated into chitosan membranes they represent a promising therapeutic modality for
future treatment of pressure ulcers.

Keywords: Biomaterial; Pharmacology; Phytotherapy; Microbiology; Natural Products.
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1 INTRODUCAO

As bactérias representam um dos componentes criticos do microbioma humano e
desempenham papeis importantes na saude e na doenga. Elas apresentam associa¢do e sao
responsaveis por diversos estados de doenca, como infec¢oes do trato urinario, doencas
gastromntestinais, infeccoes: do trato respiratorio, do sistema nervoso central, de ossos e
articulagoes; condic¢oes de pele, cursando com quadros agudos e cronicos como, por exemplo,
a formacao de ulceras de pressao infecciosas relativas a cicatriza¢ao de feridas. Também, tém
sido associadas ao desenvolvimento de doencas como o cancer, a endometriose, entre outras
(BAKER; AL-NAKKASH.; HERBST-KRALOVETZ, 2017; HANNIGAN et al., 2018;
PAULA et al.,2020; JIANG et al., 2021).

A Klebsiella pneumoniae, por exemplo, € uma espécie de bactéria que se apresenta
como uma das principais causas de infeccao no homem, com altas taxas de morbimortalidade,
e apontando mecanismos de resisténcia, os quais sobrevivem a acdo de antimicrobianos. E um
bacilo gram negativo, da familia enterobacteriacea que produz a enzima betalactamase, por 1sso
¢ conhecida como Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC). Além disso, € encontrada
em ambientes hospitalares, principalmente em Unidades de Terapia Intensiva e acomete
pacientes imunodeprimidos, através de varias portas de entrada ao organismo humano, como
sondas vesicais, cateteres venosos centrais, tubos orotraqueais, canulas de traqueostomia, lesoes
por pressao, sitio cirargicos (KRAPP er al., 2017; AGUIAR et al., 2020).

Nesse sentido, as lesoes de pele por pressao (LPPs) caracterizadas pela descontinuidade
e interrupcao da estrutura normal da pele, por pressoes ou forca de cisalhamento, apresentam-
se como uma lesao aberta, sem barreira protetora predisposta a contaminagao imediata, podendo
ser colonizada pela microflora do hospedeiro ou pelos microbios do ambiente, expondo um
meio ideal para proliferagio de microrganismos patogénicos, que apoOs sua entrada
desenvolvem e originam processos infecciosos, como a Klebsiella pneumoniae em ambiente de
UTI (CARDOSO,2015; WERT, et al.,2020).

Dessa maneira, a principal complicagao das lesoes de pele ¢ a infeccao, que associada a
fatores de risco como o aumento da idade, inconsciéncia, incontinéncia urinaria e/ou intestinal,
estado nutricional deficiente, diabetes mellitus, paralisia e doencas cardiovasculares
determinam a morbidade e mortalidade da patologia (WERT et al., 2020).

Com relacao ao seu tratamento existe uma gama de abordagens, objetivando a
eliminagdo da pressao sobre a ferida, limpeza, controle da infecgdo, regeneracgao tecidual e

apoio nutricional, envolvendo as mais diversas areas da satide. Ademais, de maneira mais



13

especifica, os tratamentos com propriedades antimicrobianas incluem curativos impregnados,
pomadas, gel entre outros, explorando formas farmacéuticas que requeiram desde o uso topico
aouso oral. Esses, por sua vez, envolvem o uso de antibidticos, o que requisita uma utilizagao
mais cautelosa, pois o uso indiscriminado de antibidticos € um dos motivos para o dificil
tratamento das feridas, que implica no aumento de bactérias resistentes a antibioticos e bactérias
multirresistentes (KUFFLER, 2015; NORMAN, et al., 2016; MARIANO; BERRETA,2019).

Entao as LPPs sdo uma das preocupagoes atuais em hospitais e servigos de atendimento
ao paciente, pois a resisténcia antimicrobiana dificulta a terapéutica e por consequéncia
aumenta o risco de morbimortalidade (MARIANO; BERRETA 2019). Diante desse cenario, €
reconhecida uma necessidade de desenvolvimento de novas terapias farmacologicas ou
potencializagao das terapias ja existentes para tratamento antibacteriano com baixa ounenhuma
resisténcia.

Assim, ha estudos que exploram o uso de compostos medicinais a base de plantas, como
a curcumina de acafrao, aloesina de aloe vera, timol de tomilho no tratamento das LPPs
(ABURAY AN et al.,2020). Estudos demonstram que os terpenos sao uma categoria importante
de compostos derivados de plantas e podem interagir uns com os outros e com células
bacterianas para aumentar ou diminuir os efeitos antibacterianos uns dos outros. E observaram
que o eugenol, terpineol, carveol, citronelol, geraniol apresentaram atividade antibacteriana e
associaram esse efeito a presenca de grupos hidroxila (ZEGIN; BAYSAL, 2014).

Nao somente, mas de forma mais especifica, ao analisar os 6leos essenciais do tomilho
e orégano, derivados de plantas aromaticas, foi possivel observar que o orégano é rico em
carvacrol e timol, tem como oOleo essencial o Origanum vulgare L. (OEO) que apresenta
atividade sobre distiirtbios digestivos, respiratorios ou dermatologicos, com efeitos
antibacteriano, antifiingico, antiparasitario, antioxidante, anti-inflamatorio e antitumoral.
Enquanto o tomilho, da mesma forma, apresenta como principais constituintes o timol e o
carvacrol, tem como nome cientifico Thymus vulgaris L. e seu 6leo também apresenta atividade
antimicrobiana (FOURNOMITI et al., 2015; LEYVA-LOPEZ et al., 2017; LOMBREA et al.,
2020).

A vista disso, Santos (2018), preparou membranas de quitosana incorporadas com
bioativos naturais, dentre eles o 6leo de cravo e melaleuca com o objetivo de avaliar a atividade
antimicrobiana para potencial uso como curativo de lesdes cutaneas. Sendo assim, observou
que suas membranas possuem propriedades antimicrobianas com diferentes espectros de acao.

Portanto, a incorporacao dos 6leos essenciais de Origanum Vulgare L. (orégano) e de

Thymus Vulgaris L. (tomilho) em membranas a base de quitosana, apresenta-se como uma
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modalidade terapéutica promissora em relagdo ao seu potencial antimicrobiano para o
tratamento de infec¢des associadas a lesoes cutaneas. Dessa forma, o objetivo desse trabalho é
comparar o potencial antibacteriano dos 6leos essenciais de orégano e tomilho sobre cepas de
Klebsiella pneumonie, e incorpora-los em membranas de quitosana para o tratamento de lesdes

por pressao.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 CONSIDERACOES SOBRE A PELE

A pele se apresenta como o maior 6rgao do corpo humano, com uma area de 1,5 a 2,0
metros quadrados e funciona como uma barreira fisica protetora com papel importante na
homeostase, resguardando os 6rgaos externos e protegendo o corpo de patdogenos, produtos
quimicos, agentes fisicos e radiacao ultravioleta. Subdivide-se em trés camadas: Epiderme,

derme e hipoderme (Figura 1) (BERNARDO; SANTOS; SILVA, 2019; HARRIS et al., 2019).

Figura 1. Camadas da pele
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Fonte: Sampaio; Rivitti (2018)

A epiderme, camada mais superficial da pele, por sua vez, subdivide-se em outras 5
camadas: estrato comeo, estrato lucido, estrato granuloso, estrato espinhoso e estrato
germinativo. E responsavel pela funcdo de barreira, termorregulacio, defesa imunologica,
possui enzimas desintoxicantes de radicais livres e moléculas antioxidantes, equilibrio da perda
de agua, entrada por mecanorreceptores e mecanismos enddcrinos e metabolicos e, ainda,
expressam uma ampla gama de moléculas, incluindo citocinas, fatores de crescimento e

receptores (VOLLMER; WEST; LEPHART, 2018).
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A derme sustenta a epiderme e € composta por fibrocitos que sintetizam as proteinas das
fibrilas, colageno e elastina, responséveis pela sustentacdo do tecido. E subdividida em: derme
papilar, que corresponde as papilas dérmicas e é constituida por tecido conjuntivo frouxo;
derme reticular é constituida de tecido conjuntivo denso nao modelado. Na derme papilar, a
funcao das papilas € aumentar a zona de contato derme-epiderme, proporcionando maior
resisténcia a pele. Ja a derme reticular € responsavel pela resisténcia e elasticidade da pele
(MONTANARI, 2016).

E a hipoderme, a terceira camada da pele e mais profunda é composta em sua maior
parte por tecido adiposo, contém os principais vasos e nervos, sendo responsavel pelo
deslizamento da pele sobre as estruturas na qual se apoia, funcionando como amortecedor
mecanico e barreira térmica. Contém os principais vasos € nervos € por isso tambeém é
responsavel pelo suprimento da derme (PINHEIRO, 2016).

A pele, na condigao de 6rgao externo, em contato direto com o meio e seus elementos, €
colonizada por uma comunidade diversificada e complexa de microrganismos comensais e
patogénicos que inclui bactérias, virus, fungos e acaros. Gerencia as interagdes com essa
comunidade microbiana diversificada por meio de wvarias estratégias de defesa
imunologica. Além disso, a composi¢ao dessa microbiota residente também varia entre os
locais da pele e ademais, tem o meio imunologico da pele também adaptado exclusivamente
para cada area da pele, e dessa maneira influenciando a capacidade de resposta a patogenos
(KOBAYASHI; NAIK; NAGAO, 2019; LI et al., 2021).

Entdo as defesas contra alteracdes da pele dependem da continuidade da estrutura
normal, bem como da presenca da microbiota da pele que € considerada essencial para a
homeostase e funcao de barreira. Assim, o comprometimento de alguma dessas fun¢des pode

resultar em alteracdes patogénicas, incluindo lesoes por pressao (NOWICKI et al., 2017).

2.2 LESOES POR PRESSAO

As lesodes por pressao (LPPs) sao danos localizados na pele e/ ou tecidos moles,
geralmente sobre uma proeminéncia ossea, de etiologia isquémica e estao relacionadas a lesdes
complexas e nao traumaticas. Sao caracterizadas pela descontinuidade e interrup¢ao da
estrutura normal da pele, por pressdes ou forga de cisalhamento. Apresentam-se como uma
lesao aberta, sem barreira protetora predisposta a contamina¢ao imediata, podendo ser

colonizada pela microflora do hospedeiro ou pelos microbios do ambiente, expondo um meio
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1deal para proliferacao de micro-organismos patogénicos, que apos sua entrada desenvolvem e
originam processos infecciosos (JEKINS et al., 2019; WERT et al.,2020).

As LPPs receberam essa denominacgao, em 2016, quando o National Pressure Ulcer
Advisory Panel (NPUAP) anunciou a mudanca na terminologia Ulcera por Pressdo para Lesdo
por Pressdo e a atualizagao da nomenclatura dos estagios do sistema de classificacdo que
subdivide as LPPS em estagios de acordo com profundidade e comprometimento da area

(CALIRI et al., 2016).

2.2.1 Classificacao das lesoes por pressao

As lesdes por pressao podem ser classificadas pelo uso de estadiamento que considera
a extensao da perda de tecido e sua aparéncia fisica. O National Pressure Ulcer Advisory Panel
(NPUAP), uma organiza¢ao norte-americana, sem fins Iucrativos, dedicada a prevencao e ao
tratamento de lesoes por pressao, que dispoe de autoridade para emitir recomendagdes para o
desenvolvimento de politicas publicas, educacao e pesquisa voltadas a melhoria dos resultados

na prevencao e tratamento das lesdes por pressao, estabeleceu uma classificagao por estagios

das LPPs (Figura 2) (NPUAP, 2014; CALIRI et al., 2016).



Figura 2. Estadiamento das LPPs
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Fonte: NPUAP (2016)

Dessa forma, as lesdes por pressao podem ser de estagio 1, no qual a pele esta integra
com eritema que nao embranquece, com mudancas na sensibilidade, consisténcia e/ou
temperatura. LPP de estagio 2 ocorre perda da pele em sua espessura parcial com exposi¢ao da
derme, apresentando leito de ferida viavel com coloracao rosa ou vermelha, imida e pode

apresentar uma bolha intacta ou rompida, sem tecido adiposo e profundo visiveis. Ja as LPPs
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de estagio 3 apresentam perda da pele em sua extensao total, podendo visualizar a gordura,
tecido de granulacao e lesao com bordas enroladas. Além disso, € possivel visualizar esfacelo
e/ou escara. Enquanto isso no estagio 4 ocorre perda da pele em sua espessura total e perda
tissular com exposicao e palpacao direta da fascia, musculo, tendao, ligamento, cartilagem ou
0sso. Ocorrem, frequentemente, lesdes com bordas enroladas (epibole), descolamento e/ ou
tuneis (OLIVEIRA; HAACK; FORTES, 2017).

E quando nao ¢ viavel classificar a lesao em nenhuma das categorias anteriores, ela
recebe a classificacao de lesdo por pressao nao classificavel que ocorre quando ha perda da pele
em sua espessura total e perda tissular nao visivel pois o esfacelo ou escara recobre a lesao e
nao permite visualizagao, sendo necessario a remocao da esfacela ou da escara. E por fim, ainda
se tem as lesdes por pressao tissular profunda, na qual observa-se uma descoloracao em
vermelho escura, marrom ou purpura, resulta de pressao tissular intensa e/ou prolongada e de
cisalhamento na interface osso-musculo, que pode evoluir e apresentar a extensao atual da lesao

ou resolver sem perda tissular (EDSBERG ef al., 2016; OKAMOTO ef al., 2021).

2.2.2 Fatores de risco associados a lesoes por pressao

As lesdes por pressao representam complicagcoes de satide para o paciente, para os
profissionais e cuidadores responsaveis pelo tratamento. Dessa maneira, conhecer os fatores de
risco e etiologia dessas lesdes pode colaborar para a prevencao e ou tratamento ideal para o
paciente. Portanto, uma revisao publicada por Chung ef al. (2022) abordou fatores de risco
categorizados em dois dominios: condi¢ao limite mecéanica (dominio 1) e suscetibilidade e
tolerancia do individuo (dominio2).

No dominio 1 observam-se fatores de risco como o tamanho do corpo, a fric¢ao, pressao
de interface, imobilidade e variaveis de estado mental ou disturbios neurologicos. Para a analise
do tamanho do corpo é considerado o IMC do paciente e observa-se na literatura que o baixo
IMC é um preditor de desenvolvimento de lesdes por pressao, pois pacientes que apresentaram
baixo IMC estavam relacionados ao aparecimento de LPPs, nesse caso observa-se que o
cuidado quanto ao equilibrio nutricional como um todo do paciente pode ser considerado uma
estratégia de prevengao para o desenvolvimento de LPPs (EGLSEER; HODL; LOHRMANN,
2019; COX; SCHALLOM, 2021).

Ainda do dominio 1, analisando a pressao de mterface que se refere a pressao aplicada
atraveés de superficies especificas, como colchdes, camas ou espumas, apresenta-se como fator

de protecao para o desenvolvimento de LPPs para alguns autores e para outros como uma
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abordagem indiferente a prevencao; no caso de fatores de protecdo, observa-se que o
reposicionamento do paciente pode ser uma estratégia preventiva, principalmente nos casos de
pacientes que apresentam estadia prolongada ao leito, sendo essa estadia um fator de risco ao
desenvolvimento das LPPs (ALDERDEN et al., 2017; HAN; KANG; KIM et al.,2020; SHI,
etal., 2021).

E considerando outras interfaces, como os equipamentos do tipo respiradores utilizados
por meio de mascaras e demais equipamentos e EPIs utilizados pelos pacientes, esses também
foram classificados como fatores de risco ao desenvolvimento de LPPs (JIANG; LIU; WEI et
al., 2020).

Ja no dominio 2 foram incluidas as seguintes variaveis: idade, género, etnia, valores
laboratoriais, estado da pele. Com relagao a idade observa-se na literatura uma maior
predisposi¢ao ao desenvolvimento de LPPs associada a uma maior idade, da mesma maneira,
foi observado um maior risco associado ao género masculino (HAHNEL er al., 2017;
LANGEMO et al., 2021).

Dos wvalores laboratoriais, incluidos no dominio 2, observam-se a albumina,
hemoglobina e anemia, bem como a nutri¢cao de forma geral associadas ao desenvolvimento de
LPPs quando estao abaixo dos parametros de normalidade (NOWICKI et al., 2017).

Além desses fatores acima citados, o estado de satide e diagnostico do paciente também
foram variaveis analisadas porém nado apresentaram significancia; e o estado geral da pele,
considerando a hidratagao, apresentou a pele seca como preditora ao desenvolvimento de LPPs;
e a perfusao tecidual que associada a patologias como diabetes, doencas cardiovasculares,
pneumonias e outras doengas respiratorias, que reduzem a perfusao tecidual apresentaram
resultados significativos para o desenvolvimento de LPPs (CHEN et al., 2017).

Por fim, de maneira ainda mais especifica, ao se observar o cenario de Unidades de
Terapia Intensiva (UTI), independente da categoriza¢do dos dominios, foram relatados na
literatura as seguintes variaveis associadas a ocorréncia de lesao por pressao: estar acamado
com menor mobilidade; desnutricdo; inconsciéncia; capacidade limitada de reacao;
sensibilidade a dor reduzida; idade avangada acrescida de comorbidades cronicas associadas;
envelhecimento da pele; utilizacao de suporte de 6rgaos como ventilagao mecanica e/ou terapia
de substitui¢ao renal, permanéncia nas UTI por um periodo superior a 12 dias. Desse modo
tornando o paciente de UTI mais vulneravel ao desenvolvimento de LPPs. (LABEAU et
a.,2021).
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Dessa maneira € possivel observar que os fatores associados ao desenvolvimento de
LPPs podem ser intrinsecos e nao modificaveis, bem como extrinsecos e modificaveis e

identifica-los e aborda-los € uma importante medida de prevencao e tratamento.

2.2.3 Fisiopatologia das lesoes por pressao

As LPPs sao caracterizadas pela descontinuidade e interrupcao da estrutura normal da
pele, ocasionadas por pressdes e/ou for¢a de cisalhamento, ou ainda relacionado a um
dispositivo médico. Sua patogénese envolve mecanismos que tem como componentes a
1squemia de reperfusado, a alteracao da drenagem linfatica, a deformacgao celular e apoptose
(DALGLEISH et al., 2020).

A isquemia de reperfusao ocorre devido a obstrucao ou oclusao da microcirculagao
decorrente da pressao mecanica externa, e resulta em fosforilagao oxidativa mitocondrial com
uma baixa produgao de ATP, e ativacao de leucocitos, culminando em inflamagao. Além disso,
a 1squemia causa a hipoxemia que provoca o aumento de morte celular, liberacao de metabolitos
toxicos como a ciclooxigenase 2 (COX-2) e interleucina 6 (IL-6), que, por sua vez, estimulam
neuftrofilos e macrofagos para liberar mais citocinas pro-inflamatorias, fator de necrose tumoral
alfa (TNFa), imnterleucina 8 (IL-8), quinase e proteina quinase que perpetuam o ciclo
inflamatério (COX; SCHALLOM, 2021; GARCIA-FERNANDEZ et al.,2022).

Dessa maneira, o mecanismo de isquemia de reperfusao pode ser classificado em trés
tipos, o agudo que ocorre com a presenca de uma doenga critica, como choque séptico; o
cronico, por sua vez ocorrendo na presenca de um estado de doenga cronica em curso, como
demeéncia; e por fim, o isquémico de estagio final que ocorre no final da vida. Esses tipos podem
ser considerados por alguns autores como mecanismos etiologicos para subdivisao dos diversos
tipos de lesdao cutanea, e para outros como uma sequéncia de eventos que tendem a se
desenvolver e que podem se sobrepor (NIEMIEC et al., 2020).

Ainda, sobre os mecanismos patogénicos tem-se a alteragao da drenagem linfatica, que
por sua vez, ¢ decorrente da deformacao mecanica e esta associada a obstrucao linfatica e
venosa implicando em reducdo na depuracdao de metabolitos toxicos, excesso de liquido
intersticial, manuten¢ao do infiltrado de leucocitos e baixa depuracao de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e citocinas, corroborando para sustentacdo da resposta inflamatoria e morte
celular (GRAY; VOEGELI; BADER, 2016).

Ja a deformacao celular e apoptose decorrentes da carga aplicada externamente,

resultam na distorcao em nivel celular e tecidual que prejudica a viabilidade celular por
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deficiéncias na permeabilidade da membrana plasmatica e depuragao anormal de oxigénio em
midcitos e tecidos moles, além de destruicao do citoesqueleto e morte celular (WU et al., 2016).

Assim, pela sustentagdo da sinalizacdo inflamatoria e com a restauracao do fluxo
sanguineo ocorre um aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS) e estresse oxidativo que
promovem um fenotipo pro-inflamatorio. Por fim, somada a inflama¢ao cronica com a
desregulacao imunologica, observa-se uma alteracdo no processo de cicatrizagdo normal,
caracterizado pelas fases de inflamacao, proliferacao e remodelagao, de forma que as lesdes por
pressdao permanecem na fase inflamatoria e apresentam cicatrizagao prejudicada (VAN
DAMME et al.,2020).

Abaixo ¢ possivel observar na Figura 3 o fluxograma relacionando os componentes da

fisiopatologia das LPPs.

Figura 3. Fluxograma dos componentes da fisiopatologia das lesdes por pressao
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Fonte: Adaptado de Dalgleish et al., 2020; Niemiec ef al., 2020; Garcia-Fernandez et al.,2022.

2.2.4 Complicacoes cicatriciais e infeccao das LPPS

Sabe-se que a pele é colonizada por muitas espécies de microrganismos benéficos,
neutros e patogénicos, incluindo bactérias e fungos. E as altera¢des na microbiota cutanea estao
relacionadas a ocorréncia de LPPs e infecgdes, especialmente em pacientes hospitalizados

(TAGLIARI, 2019).
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Além disso, como visto no processo fisiopatologico das LPPs, observamos uma
perpetuacao da fase inflamatdria no processo de cicatrizacao das lesdes cutaneas, dessa forma
apresentando uma cicatrizacao prejudicada (VAN DAMME ef al.,2020).

Por sua vez, a cicatrizagdo consiste em um processo celular dinamico caracterizado pela
transigao oportuna da fase inflamatoria para a fase proliferativa que envolve eventos
moleculares e bioquimicos como: a reducao do numero de neutrofilos na lesao, a alteragao
fenotipica dos macrofagos de inflamatorio para reparador, deposicao de colageno e
revascularizacao, facilitando o fechamento da ferida e objetivando a reconstituicao tecidual. No
entanto, complicag¢des nas lesoes cutaneas podem ocorrer e esse processo pode sofrer alteragoes
e além de permanecer na fase inflamatoria e resultar em lesdes por pressao, por exemplo, é
possivel sofrer alteracdes na sua microbiota e tornar-se uma lesdo com complicacdes
infecciosas (GOMES et al.,2022).

Ademais, alguns fatores de risco, como a presenca de comorbidades a exemplo da
diabetes, a idade, cuidados de higiene pessoal, imobilidade, hospitalizacao, associados ao
desenvolvimento de LPPs apresentam interferéncia sobre a satde da pele e somados a resposta
imune alterada resultam em modifica¢cdes das comunidades de microbiomas, aumentando a
susceptibilidade ao desenvolvimento de LPPs infectadas. A microbiota das LPPs € geralmente
polimicrobiana e a permanéncia e mistura depende da localizacao, duragao e estagio da LPPs.
Essas infec¢des sdo vistas como resultado do comportamento oportunista do microrganismo
diante de uma LPP de estagio 2 ou acima (HILL et al., 2014; DANA; BAUMAN, 2015).

As LPPs, feridas diabéticas, queimaduras e demais lesdes cutaneas infeccionadas estao
associadas com uma variedade de cepas bacterianas como Staphylococcus aureus, Escherichia
coli (E. coli), Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumanii, e Pseudomonas aeruginosa. Muitas dessas cepas podem formar biofilmes, que
podem ser compostos de uma ou varias linhagens incorporadas em uma matriz extracelular
composta de carboidratos, DNA extracelular e proteinas. E essa estrutura complexa confere ao
biofilme resisténcia a antibioticos e respostas imunes e se estas infecgdes persistem, podem
levar a bacteremia, a sepse, celulite, fascite, endocardite, osteomielite, em casos mais extremos,
a obitos (TAGLIARI, 2019; SHIBATA et al., 2021).

No caso da LPPs infeccionadas, foi relatado na literatura a correlacdo da regiao
anatomica com o agente patogénico, e observa-se uma prevaléncia de colonizacao pela S.
aureus e Enterococcus nao classificado na regidao sacral; S. aureus, P. aeruginosa nos
tornozelos e calcanhares; P. aeruginosa, E. coli e S. aureus no sacro; e Klebsiella pneumoniae

na regiao isquiatica (GOMES et al., 2022).
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2.3 KLEBSIELLA PNEUMONIAE

O género Klebsiella foi definido por sequenciamento do acido desoxirribonucleico
(DNA) e permitiu a identificagao de cinco espécies: K. oxytoca; K. planticola; K. terrigena, K.
mobilis e K pneumoniae. Esta ultima ¢é subclassificada em trés subespécies: Klebsiella
pneumoniae subespécie pneumoniae, Klebsiella pneumoniae subespécie ozaenae e Klebsiella
pneumoniae subespécie rhinoscleromatis. Entre as trés subespécies de Klebsiella, K.
pneumoniae € a mais frequente (MORAES er al., 2013).

A Klebsiella pneumoniae (Kp) € um bacilo Gram-negativo, da familia
Enterobacteriaceae, aerobio facultativo, mas com melhor crescimento em condigdes aerobias,
nao esporulado e com tamanho variando de 0,3 a 1 u de diametro e 0,6 a 61 de comprimento,
¢ imovel, produz colonias grandes e gomosas quando cultivadas em placas com nutrientes. Pode
ser encontrado em locais como agua, solo, plantas e esgoto (MACIEL; DE MATTOS, 2013).
E sua colonizagdo em seres humanos provavelmente ocorre por contato com as diversas fontes
ambientais e pode ser encontrado colonizando a orofaringe e fezes de pessoas sadias, ou como
um oportunista no organismo de pessoas imunocomprometidas, levando aos quadros de
infeccao (ALMEIDA et al.,2013; SEIBERT et al., 2014).

Ademais, destaca-se por ser produtora de uma enzima denominada carbapenemase, e
por isso recebe também como denominagdo a sigla KPC — Klebsiella pneumoniae
carbapenemase. Portanto, apresenta resisténcia aos antibioticos da classe dos carbapenémicos:
Meropenem, Ertapenem, Imipenem, além de ser capaz de mativar agentes f-lactamicos, como
cefalosporinas, penicilinas e monobactamicos. Além disso, sabe-se que a KPC apresenta um
potencial alto de disseminagao, sendo a Klebsiella pneumoniae uma bactéria com alta
capacidade de transferir seu material genético, e consequentemente, seus genes de resisténcia,
0 que esta associado a dificuldade de controle de infec¢des envolvendo essa bactéria (CUNHA,
2014; NIRWATI et al.,2019).

Na década de 1970, a Kp se tornou uma das causas mais importantes de doencas
oportunistas associadas a saude. Correlacionada a doencas como a pneumonia, infecgoes no
trato urinario, vias biliares inferiores, infeccoes em locais de feridas cirtirgicas, bem como
bacteremia ou sepse. Os pacientes mais vulneraveis sao recém-nascidos e 1dosos, especialmente
aqueles que sao imunocomprometidos. E sua facil dissemina¢ao em ambiente hospitalar, como
também, os surtos provocados por ela, sao de dificil controle e levam a mortalidade de muitos
pacientes, o que gera uma grande preocupagao (MARTIN; BACHMAN,2018; ARATO et
al.,2021).
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Portanto, o conhecimento de agentes sensibilizantes da KPC ¢ de suma importancia,
afim de auxiliar na redugao dos indices de morbimortalidade ligado as infecgoes, além de
limitar sua disseminac¢ao (NIRWATI ef al.,2019).

Mattingly et al. (2020) observaram que a identificagao e desenvolvimento de adjuvantes
antibioticos representam uma alternativa a resisténcia e disseminacao bacteriana. E, uma vez
que, as substancias quimicas introduzidas entre 1981 e 2002, com finalidade antimicrobiana,
apresentam estruturas com caracteristicas quimicas parecidas ou semelhantes com os produtos
naturais, hipotetizaram que as colegdes de produtos naturais purificados, de outros produtos ou
de exfratos, podem conter atividade adjuvante aos antimicrobianos atualmente utilizados.
Entdo, rastrearam na biblioteca Product Library Set IV, e encontraram que a prodigiosina e a
novobiocina em associa¢ao com a colistina foram capazes de reduzir a CIM da colistina para

as cepas de 4. baumannii e K. pneumoniae.

2.4 PRODUTOS NATURAIS COMO FONTE DE MEDICAMENTOS

Historicamente, a maior parte dos farmacos foi originada a partir de produtos naturais,
extraidos de tecidos de plantas terrestres, organismos marinhos ou microrganismos. Um extrato
bruto de alguma dessas fontes normalmente contém novos compostos quimicos com estruturas
diversas, e essa enorme variabilidade quimica estrutural e funcional € resultado de uma
flexibilidade metabodlica de adaptacdo desses produtos a intmeras situacoes de estresse
ambiental (agentes quimicos, fisicos e bioldgicos), e consequentemente constitui uma fonte
renovavel de metabolitos especializados (RODRIGUES, 2018).

Esses produtos naturais sao utilizados pela humanidade desde tempos passados. E
acredita-se que a busca por alivio de dor e cura de doencas pela ingestao de ervas e folhas talvez
tenha sido uma das primeiras formas de utiliza¢do dos produtos naturais. Dessa maneira, as
propriedades etnofarmacologicas desses produtos foram utilizadas como fonte primaria de
medicamentos para a descoberta de drogas. E a investigacao das plantas resultou no isolamento
de muitos produtos naturais que se tornaram produtos farmacéuticos bem conhecidos
(AMARAL,2019).

No presente momento, ainda se tem cerca de 50% dos farmacos disponiveis como
derivados ou inspirados de produtos naturais. E com a utilizacao de tecnologias e abordagens
integradas para quimica combinatoria e sintese paralela, por exemplo, sdo produzidos muitos

compostos e submetidos a avaliagao para posterior desenvolvimento (TRIVELLA et al.,2020).



26

Ademais, as fontes naturais ainda estdo disponivels em abundancia e oferecem as
melhores possibilidades de encontrar substancias de interesse terapéutico. O Brasil possui a
maior diversidade de espécies de plantas do mundo, entretanto, se observa uma quantidade
reduzida de analises com relacdo as caracteristicas biologicas, bem como de estudos
fitoquimicos (FERREIRA ef al.,2011).

Verifica-se que os produtos naturais podem ser empregues de diversas formas: sem
processamento industrial (por exemplo, infusdes de plantas medicinais), em preparacdes
galénicas simples (por exemplo, como tinturas e extratos fluidos), em medicamentos
fitoterapicos (por exemplo, vegetais ou fragcdes dos mesmos, quimicamente caracterizados e
padronizados, inseridos em formas farmaceéuticas), ou substancias puras (como por exemplo a
penicilina que tem origem microbiana). Estes produtos podem até mesmo serem usados como
estrutura de base para obter moléculas farmacologicamente ativas, como recurso a processos
de sintese parcial, com o objetivo de melhorar as propriedades farmacologicas, ou como
modelos moleculares para a sintese total de novos compostos (LOTUFO,2015; RODRIGUES,
2018).

Diante desse cenario, sao identificados estudos empregando um componente de forma
isolada, o produto como um todo, uma extracao ou a incorporacao desses produtos naturais em
biomateriais, por exemplo, para fins medicinais. De modo que sdao analisadas seus
componentes, estruturas, propriedades fitoquimicas, bem como suas atividades in vitro e in
vivo, a exemplo de estudos com o oOleo essencial de orégano como agente antimicrobiano
(FOURNOMITI et al.,2015; ABURAYAN et al., 2020; LOMBREA et al.,2020).

Em referéncia ao uso de produtos naturais com atividade antibacteriana, estudos
demonstram que os terpenos, principais compostos dos oleos esséncias, sdo uma categoria
importante dentre os produtos derivados de plantas e podem interagir uns com os outros, bem
como com as células bacterianas para aumentar ou diminuir os efeitos antimicrobianos uns dos
outros. Por fim, observaram que o eugenol, terpineol, carveol, citronelol, geraniol apresentaram
atividade antibacteriana e associaram esse efeito a presenca de grupos hidroxila (ZEGIN;

BAYSAL, 2014).

2.5 OLEOS ESSENCIAIS

As plantas aromaticas sao excelentes fontes de produtos naturais por possuirem

compostos bioativos que podem ser extraidos por diversos processos. Existe grande variedade
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de plantas que sdo conhecidas e valorizadas por seu contetido de 6leo essencial (OE), que por
sua vez, consistem em misturas complexas de compostos volateis presentes nessas plantas
aromaticas (TEIXEIRA er al.,2013).

Os oleos essenciais sao vistos com amplas aplicagcdes em microbiologia médica e
clinica, botanica farmacéutica, industrias de fragrancias, bem como aromatizadores de
alimentos e preservagao. E sado conhecidos por possuirem propriedades antimicrobianas contra
bactérias e fungos multirresistentes, devido a um amplo espectro de atividade biocida (KOZICS
etal., 2019).

Ainda, tem-se que os OEs sao constituidos principalmente por terpenoides, terpenos,
compostos alifaticos e aromaticos. Geralmente, sendo caracterizados por um alto nivel de
componentes fenolicos, como o carvacrol, e timol que tem importantes propriedades
antibacterianas, antifiingicas, anti-inflamatorias e antioxidante (SEOW et al., 2014).

Além disso, sabe-se que a caracteristica dos OEs ¢ sua hidrofobicidade, que os tornam
capazes de interagir com os lipidios da membrana celular bacteriana, perturbando sua estrutura,
de forma que causa expansao da membrana, aumenta a fluidez e a permeabilidade, degrada as
proteinas incorporadas, inibe a respiracao, e altera os processos de transporte de ions. Dessa
maneira, quebrando a homeostase e tornando a bactéria susceptivel a morte celular (ROSTRO-
ALANIS et al., 2019).

A vista disso, os 0leos essenciais apresentam efeitos imediatos sobre a membrana de
micro-organismos Gram-positivos entrando em contato diretamente com a bicamada
fosfolipidica da membrana celular. Ja, sobre os micro-organismos Gram-negativos que
possuem uma membrana rica em lipopolissacarideos tornando-a quase impermeavel a
compostos lipofilicos, os OEs atuam devido a presenca de proteinas porinas em sua membrana
externa, que cria canais suficientemente grandes que permitem a passagem de compostos de
pequena massa molecular (SEOW et al., 2014).

Portanto, OEs apresentam caracteristicas correlacionadas com a atividade
antibacteriana. E, de forma mais especifica, OEs de orégano (OR) e tomilho (TO)
demonstraram atividade antibacteriana e também antifiingica, antisséptica, antioxidante e anti-
inflamatoria. Logo, as combinagdes desses OEs mostram potencial em exibir efeitos sinérgicos,

se nao aditivos (SAKKAS; PAPADOPOULOU, 2017).
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2.5.1 Oleo essencial de orégano

Figura 4. Orégano- Origanum vulgare

Fonte: Herbario UniRIO (2022)

O orégano ¢ uma erva pertencente a familia Lamiaceae e sua principal espécie
representativa € o Origanum vulgare. Etimologicamente, o nome Origanum vem do nome grego
da planta (origanon), que deriva das palavras (oros = montanha) e (ganos = brilho, beleza), ja
que o orégano cresce em altitudes de 400-1.800m e lugares ensolarados (Figura 4) (SAKKAS;
PAPADOPOULOU, 2017).

Sao em meédia 61 espécies e 17 géneros pertencentes a seis familias botanicas diferentes.
Verbenaceae e Lamiaceae sao as familias mais conhecidas devido a sua importancia
economica. Dentro da familia Lamiaceae estao as plantas pertencentes aos géneros Origanum
e Hedeoma; enquanto os géneros Lippia e Lantana pertencem a familia Verbenaceae. As outras
familias sao Rubiaceae, Apiaceae, Asteraceae, Hedeoma patens, Lippia graveolens, Lippia
palmeri, Lippia alba, Origanum dictamnus, Origanum hirtum, Origanum onites, Origanum
vulgare sdo alguns exemplos de espécies de orégano produtoras de OEs (LEYVA-LOPEZ et
al., 2017).

O orégano tem sido usado como tempero alimentar desde tempos passados e apresenta
concentragoes de compostos variaveis de acordo com a espécie, época de colheita e fontes
geograficas. Os principais compostos identificados nos diferentes OEs de orégano sdo os
terpenos, geralmente monoterpenos e sesquiterpenos. E os principais terpenos identificados sao
o carvacrol e o timol, responsaveis pelo odor caracteristico. E, também, apresenta compostos
como o y-terpineno, p-cimeno, terpinen-4-ol, linalol, B-mirceno, hidrato de trans-sabineno e -

cariofileno que presentes definem o seu quimiotipo (RODRIGUEZ-GARCIA ef al., 2016).
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Estudos mostraram que o oleo de orégano apresentou atividade anti-patogénica e
antioxidante em produtos como carnes e frutas, as vezes utilizado em combinacdo com
revestimentos comestiveis para embalagem desses produtos (JAYASENA, 2013; ADAME-
GALLEGOS; ANDRADE-OCHOA; NEVAREZ-MOORILLON, 2016).

Uma outra atividade observada com relacao ao uso do OE de orégano esta associada a
inflamacao. Essa, por sua vez, considerada uma resposta bioldgica normal do corpo em reagao
a danos nos tecidos, infec¢ao e agentes quimicos ou fisicos. Na inflamagao ¢ desencadeado o
aumento da produgdo de mediadores inflamatorios como prostaglandinas, enzimas, 6xido
nitrico (ON) e espécies reativas de oxigénio (EROS). Estudos apontam que o OE de orégano
tem capacidade de exercer atividade anti-inflamatoria pois € responsavel pela reducao de ON e
EROS produzidos por células macrofagos, fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucina
(LEYVA-LOPEZ et. al., 2016; HAN; PARKER, 2017).

Com relacao a atividade antibacteriana e bacteriostatica, o OE Oreganum vulgare foi
eficaz na inibicao do crescimento de todas as seguintes cepas bacterianas:  Salmonella
typhimurium, Escherichia coli, Listeria innocua, Listeria monocytogenes, Shewanella
putrefaciens, Brochothrix thermosphacta e Pseudomonas putida, com valores de CIM abaixo
de 5 mg mL—1, revelando assim atividade antibacteriana (TEIXEIRA et al., 2013).

De forma mais especifica, estudos apontam que o 6leo de orégano apresenta atividade
sobre bactérias gram negativas como as E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, P. vulgaris, C.
koseri (AL-MARIRI; SAFI, 2014; SAKKAS et al., 2016; KOZICS et al., 2019). Ainda, sao
observados estudos combinando a aplicacao do OE de orégano com sistemas de entrega de
agentes antimicrobianos, como microemulsdes, nanofibras e filmes de quitosana (LU ef al.,
2021; SOBCZYK et al.,2021; VLAIA et al., 2021).

Nesse contexto, o 0leo essencial de orégano tem forte potencial para ser usado como

alternativa aos produtos quimicos sintéticos antibacterianos.
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2.5.2 Oleo essencial de tomilho

Figura 5. Tomilho- Thymus vulgaris

Fonte: Wikipedia (2022)

O tomilho pertence a familia Lamiaceae (Figura 5), e foram identificadas em média 928
espécies do género Thymus na Europa, Norte da Africa, Asia, América do Sul e Australia. E
uma planta aromatica e medicinal, com espécies representativas o 7. serpyllum (tomilho
selvagem) e o 7. vulgaris (tomilho comum). Esse ultimo, o 7. vulgaris, pode conter até 30
monoterpenos, resultando em uma composig¢dao quimica diversificada dos 6leos derivados de
plantas da mesma espécie, levando a diferentes quimiotipos (SAKKAS; PAPADOPOULOU,
2017).

Assim como no orégano, os compostos fenodlicos, timol e carvacrol, sao os seus
principais componentes. Apresentando mais de 44% de fenodis, que em grande parte consiste
em 41% de Tmmol e 3,6% carvacrol. Acredita-se que a extremidade hidrofobica destes
componentes interage com a membrana celular das bactérias, alterando sua permeabilidade para
cations como hidrogénio (H+) e potassio (K+). E esse descontrole no gradiente de ions leva as
células bacterianas a morte (SATYAL et al., 2016).

O oleo de tomilho € um dos 10 tipos de dleos essenciais mais comercializados em todo
o mundo, e tem sua aplicacao como conservante natural de alimentos, sendo utilizado como um
aditivo aromatico para uma variedade de alimentos e bebidas, além de produtos de higiene
pessoal. Ainda, apresenta atividade antioxidante, efeitos antibacterianos e antifingicos (DEL
RE: JORGE, 2012).

Estudos mostraram que bactérias Gram negativas do tipo K. pneumoniae, P. aeruginosa,
P. vulgaris, e C. koseri sao sensiveis ao oleo essencial de tomilho (OET), dessa forma, este
apresenta efeito antibacteriano (KOZICS et al., 2019). De mesmo modo, avaliando a atividade

antibacteriana sobre cepas especificas, Oulkheir ef al. (2017) observou que o 6leo essencial de
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tomilho apresentou atividade contra E. coli., Salmonella, spp., K. pneumoniae, P. aeruginosa,
Streptococcus grupo D, e S. aureus.

Ainda, foi avaliada a atividade sinérgica do OE tomilho com o OE hortela-pimenta e do
ciprofloxacin como potenciais agentes antibiofilme sobre a K. pneumoniae e sugeriram que o
OE de tomilho em conjunto com o OE hortela-pimenta e do ciprofloxacin apresentam potencial
aplicagdo para prevenir e/ou diminuir o limiar de resisténcia da K. pneumoniae para formagao
de biofilme (MOHAMED et al., 2018).

Enquanto Vazquez-Ucha et al. (2020), analisaram a atividade sinérgica de variados tipos
de OE, entre eles o de tomilho e de cravo em combinacao com colistina. Entao, através de testes
de difusao em disco e da concentragao imibitoria fracionada necessarias para inibir o
crescimento de 4. baumannii e K. pneumoniae obtiveram que os OEs de tomilho e de cravo
apresentaram os maiores niveis de atividade antimicrobiana.

Nesse contexto de atividade sinérgica, também foi possivel observar um estudo que
Investigou os possiveis efeitos sinérgicos entre diferentes OEs selecionados e comercialmente
disponiveis em conjunto com a gentamicina contra isolados de Klebsiella pneumoniae
produtores de B-lactamase de espectro estendido (ESBL) e metalo-p-lactamase-1 de Nova Deli
(NDM-1). E concluiram que o tomilho combinado a gentamicina apresenta efeito aditivo, dessa
maneira podendo reduzir o uso de antimicrobianos de amplo espectro (KWIATKOWSKI et al.,
2018).

E, de forma isolada, considerando a inibi¢ao de biofilmes, outro estudo demonstrou que
o tomilho (Thymus vulgaris) apresenta potencial para inibir a formagao de biofilme bacteriano
contra seis bactérias patogénicas: Staphylococcus aureus, Bacilluscereus, Streptococcus
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae
(MOHSENIPOUR; HASSANSHAHIAN, 2015).

Tendo em conta os estudos acima descritos, o 6leo essencial de tomilho pode apresentar-
se como produto natural antimicrobiano alternativo aos produtos quimicos sintéticos

antibacterianos.

2.6 CURATIVOS

A gestao de lesoes cutaneas e o conhecimento cientifico sobre o processo cicatricial tem
avangado significativamente. E associado a engenharia de materiais prosperam nas pesquisas
clinicas, com a finalidade de desenvolver estratégias para elabora¢ao de materiais adequados a

curativos para o tratamento de lesdes (STOICA,2020).



Assim,

evolucao das fases de cicatrizacao. Portanto, alguns aspectos devem ser considerados no
momento da escolha do tipo de curativo: adequacao a natureza, a localizagao e ao tamanho da

ferida. E no presente momento, sdo inumeras as op¢oes de curativos existentes no mercado

(SHL, 2020).

De acordo com a Food and Drug Administration — FDA, os curativos podem ser
classificados como passivos convencionais e interativos ou bioativos, com base em sua natureza

de acdo, e em temporarios e permanente conforme o carater temporal, como pode ser observado

o tratamento das

lesdes cutaneas €

no Quadro 1 (NICULESCU; GRUMEZESCU, 2022).

dinamico

Quadro 1. Classificacao e caracteristicas dos curativos

CLASSIFICACAO

CARACTERISTICAS

Curativos passivos ou inertes, também podem ser
denominados de tradicionais

Atuam apenas como cobertura, ndo tem atividade
antibacteriana, ndo mantém a umidade no leito da
lesdo e sdo propensos a aderir. Ex.: gaze, algodao
absorvente e bandagens.

Curativo interativo

Podem ter acoes sobre a regeneracdo da lesdo e
auxiliar nas etapas da cicatrizacdo.

Curativos bioativo

Mantém as caracteristicas do curativo interativo
com a vantagens de enfrega controlada de
moléculas bioativas encapsuladas que auxiliam ou
potencializam o processo cicatricial.

Curativos temporarios

Promove protecdo e estimula a cicatrizacdo.

Curativos permanentes

Incorpora na pele regenerada do paciente

Fonte: Adaptado de Niculescu; Grumezescu, 2022

Outra classificacao sugerida por Negut; Grumezescu; Grumezescu (2018), considera a

formulacao dos curativos e pode ser observada no Quadro 2.

Quadro 2. Classifica¢ao dos curativos segundo sua formulacao

NATUREZA FORMULACAO

VANTAGENS/DESVANTAGENS

Inerte/ Passivo Gaze

Sao fabricados em formas de bandagens,
esponjas, secos e de baixa protecao,
podendo grudar em feridas

Bioativos Hidrocoloéides

Sdo semipermeéveis e semioclusivos,
estimulam a angiogénese, pode envolver
particulas hidroativas que incham com
exsudatos formando um gel, o que facilita
sua remogao. Pode ser aplicado em feridas
com exsudato leve e pode ser citotéxico.

Alginatos

Hemostaticos como resultado da liberagédo
de ions de célcio que auxiliam na




coagulacdo, e altamente absorventes, 1til no
desbridamento de feridas descamadas. Uso
limitado em feridas pouco exsudativas,
causando ressecamento e deve ser trocado
diariamente

Colageno

Apresentam-se como almofadas, géis, ou
particulas e incentivam a fonmagio e
fixacdo de colageno em feridas. Sdo faceis
de aplicar, porém néo sdo recomendados
para lesdes com necroses e queimadura de
terceiro grau

Hidrofibra

Curativos de fita ou almofada que absorvem
exsudato e proporcionam um ambiente
umido em feridas profundas com risco
reduzido de maceragdo da pele. Uma
absorcdo de quantidade excessiva pode
causar inchaco indesejavel do curativo e
resultar em perda de adesdo

Interativo

Hidrogel

Reidrata feridas secas, alta capacidade de
absorver grandes volumes de agua dentro
de sua rede polimérica, ndo irritante e nao
reativo, semi-oclusivos. Pode causar
hidratacdo excessiva, tem propriedades
mecanicas fracas

Filmes semi-permeaveis

Semi permeavel, poliuretano fino e
transparente altamente elastico, podendo
seguir qualquer contorno. Indicado para
feridas superficiais, com pouco exsudatos,
usado como camada adicional para
hidrogeis e espumas

Espumas semipermeaveis

Macio, de célula aberta, hidrofébico,
absorve grandes quantidades de exsudatos e
mantém a umidade, reduzem o espaco
morto. Pode causar ressecamento e
formacdo de crostas

Fonte: Adaptado de Negut; Grumezescu; Grumezescu (2018).

Ainda, segundo Weller e Team (2019), existe uma classificacao de acordo com as

propriedades antimicrobianas dos curativos, conforme observa-se no Quadro 3:
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Quadro 3. Classificacao dos curativos de acordo com as propriedades antimicrobianas

CURATIVOS ANTIMICROBIANOS
Curativos de prata Apresentam-se como espumas, hidrofibras e
hidrocoloides, eficaz na reducgio do tamanho da
ferida, porém apresenta efeito citotoxico
Curativos de iodo Apresentam-se por preparacgoes a base de iodo,
iodopovidona e iodo cadexomer, que tem efeitos
antibacterianos e bacteriostaticos, sdo utilizados
na prevencdo e tratamento de infec¢oes de feridas
cirirgicas, traumaticas, queimaduras e lesoes por

pressao.
Curativos de cloridrato de polihexametileno Apresenta-se como gel topico, solugao tépica e
biguanida (PHMB) impregnado em produtos para curativos. E

antisseptico, ndo citotdxico, porém nao ¢
recomendado para gestantes no primeiro trimestre
Fonte: Adaptado de Weller e Team (2019).

Como pode ser observado existem varios tipos de curativos e algumas caracteristicas
importantes devem ser consideradas na concepcao de um curativo. Como, por exemplo, a
aderéncia a ferida, a porosidade, a macroestrutura, as dimensoes do curativo, suas propriedades
mecénicas, a taxa de biodegradacdo e a muco adesividade (EULALIO; ALMEIDA;
GONCALVES; FOOK, 2019).

Dessa maneira observam-se alguns pré requisitos para se obter um curativo ideal:
Absorver e conter o exsudato mantendo a ferida tinida e ndao macerada; Fornecer isolamento
térmico, a fim de manter a melhor temperatura para cicatrizagdo; Permitir a permeabilidade
troca gasosa, mas nao a bactérias; Otimizar o PH da ferida; Minimizar infec¢ao e esfacelo
excessivo; Evitar traumas na ferida com a retirada do curativo, portanto o curativo nao deve
aderir a lesao; Acomodar a necessidade de trocas frequentes de curativos, proporcionando alivio
da dor; Ter boa tolerancia dérmica; Favorecer a aplicacao de medica¢ao topica; Menor custo (
KUMIRSKA et al., 2011; ZHANG et al., 2021).

Por conseguinte, para escolher os melhores curativos a fim de tratar as lesoes cutaneas
devem ser realizadas observagoes clinicas com relagao ao tipo de tecido, estadiamento da lesao,
quantidade de exsudato, presenca de sangramento, sensibilidade a dor e presenca de infeccao
(WESTBY et al, 2017).

E, diante da variabilidade dos curativos e dessas observagoes clinicas acima relatadas,
foi elaborado um fluxograma de tratamento das lesdes por pressdo, indicando cada tipo de

curativo de acordo com a avaliacao da lesao (Figura 6) (ABREU et al., 2022).
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Figura 6. Fluxograma para escolha de tratamento topico

GRANULACAO
|
[ | |
UMIDA EXSUDATIVA SECA
1 | |
PURULENTO
: SEROPURULENTO
A Riro || PoERMATICO
e e HEMATICO
S SEROHEMATICO
|
COLONIZADA /
INFECTADA
AUSENCIA DE
EXSUDATO
FAVORAVEISA COBERTURAS
ari OCLUSIVAS***
FAVORAVEIS A GRANULAGAO" ABSORVER EXSUDATO ™ COBERTURAS OCLUSIVAS =
S Gaze ndo aderente (Petrolatum)
Hidropolime i SRR i
e hranbrs st AR
H-al-y”d,;gigg_a Garvie stvada. Hidrocoloide
bRl Espuma de poliuretano

Fonte: Abreu et al., (2022).

De modo consequente, e sabendo-se que um processo de reparo inadequado pode causar
danos graves, como: perda de pele, inicio de infec¢do, com consequentes danos aos tecidos
subjacentes e até mesmo sistémicos devido ao ambiente biologico distinto e nao estéril da lesao,
e ao sistema complexo de cicatrizagao de feridas, especialmente no caso de ocorréncia de
feridas cronicas, em que os individuos frequentemente passam por tratamentos extensos e trocas

regulares de curativos. Um curativo totalmente soltivel, nao substituivel ou nao aderente, que
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distribui os tratamentos no local da ferida de maneira precisa, pode melhorar os resultados
terapéuticos (VIGANI et al., 2019).

Curativos avancados devem apresentar um papel dinamico no processo de cicatrizacao
de feridas, seja auxiliando na remocao de tecidos necroticos, prevenindo/tratando infecgoes
mnstaladas, ou ambos. Nesse sentido, os curativos confeccionados a partir de biomateriais, tais
como a quitosana, e incorporados com oOleo essencial podem ser valiosos no manejo de
infeccoes locais onde seriam necessarias altas doses de concentragao de antibidticos (NEGUT;
GRUMEZESCU; GRUMEZESCU, 2018).

A quitosana, tem sido amplamente utilizada em aplicacdes meédicas, devido a sua
biocompatibilidade, biodegradabilidade, atividade antimicrobiana e propriedade hemostatica;
varios curativos a base de quitosana ja foram produzidos, e ja ha estudos incorporando o6leos

essenciais a quitosana para elaboracao de curativos (TOMAZ, 2017; SANTOS, 2018).

2.7 BIOMATERIAIS

Os biomateriais podem ser definidos como materiais sintéticos ou naturais projetados
para utilizacdo no organismo por um periodo de tempo. Esses materiais podem ser usados em
conjunto ou como parte de um sistema de forma que direcione e controle interagdes com
componentes dos sistemas vivos, em procedimentos diagnésticos ou terapéuticos, no meio
biologico. Tem como objetivo fundamental melhorar a satide humana, restaurando a fungao dos
tecidos vivos naturais e oOrgaos do corpo humano, podendo apresentar a capacidade de
regeneracio tecidual e melhora da inflamacdo (EULALIO et al., 2019).

O campo dos biomateriais compreende quatro principais classes de materiais:
poliméricos, ceramicos, metalicos e os compositos. Estes materiais ja sao amplamente
utilizados e disponibilizados em diferentes formatos e formas de apresentagao, tais como
adesivos, géis, cilindros, discos, microesferas, granulos, filmes, membranas, borrachas, fibras,
espumas e outros. Com aplicabilidade em variadas especialidades da satide como na
ginecologia, na obstetricia, na oftalmologia, na ortopedia, na odontologia e na fisioterapia
(SANTOS; MARINHO; MIGUEL, 2013).

Ao se intencionar o uso de um biomaterial para confeccao de curativo, ele deve respeitar
alguns pré-requisitos como biocompatibilidade, biodegradabilidade, com taxa semelhante a de

crescimento do tecido original, capacidade de entrega de fatores de crescimento, e possuir
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propriedades mecanicas adequadas com formatos apropriados (PIRES; BIERHALZ;
MORAES, 2015).

Em vista disso, os biopolimeros abrangem um tipo de biomaterial com propriedades
biodegradaveis e biocompativeis. Sao derivados de polissacarideos, proteinas, lipideos, e/ou
macromoléculas complexas. Possuem a capacidade de mimetizar a matriz extracelular, por isso
tem sido utilizado em aplicacdes de engenharia de tecidos, para regeneracao tecidual
(ABDULGHANI; MITCHELL, 2019).

Esses biopolimeros possuem grupos funcionais como agrupamentos amino, grupos
carboxilicos e hidroxilas, que os torna passiveis de modificacdes quimicas e enzimaticas
influenciando na sua interacao com outras moléculas. Essas propriedades permitem a obtengao
de uma variedade de produtos como, por exemplo, hidrogéis e scaffolds, que podem ser
preparados por meio de automontagem ou usando técnicas de reticulacao para simular as
propriedades do tecido natural (JOYCE et al., 2021).

Os scaffolds, por sua vez, apresentam-se como uma matriz biocompativel com
porosidade, estrutura tridimensional, degradabilidade, propriedades mecanicas e de transporte
de massa apropriados, assemelhando-se a matriz extracelular. Ademais, sdo altamente
absorventes, com capacidade de estimular o crescimento e migracao celular. Devido a essas
propriedades e sua abundancia, os polimeros naturais apresentam bastante visibilidade na area
da regeneracgao tecidual (SILVA et al,, 2021).

No grupo dos polimeros naturais com atividade antimicrobiana a quitosana aparece
como um dos mais promissores, exibe uma natureza policationica que torna um sistema ideal
para entrega de glicosaminoglicanos anionicos, fatores de crescimento, citocinas, além de
liberagdo de medicamentos (HEMMINGSEN; SKALKO-BASNET; JORAHOLMEN, 2021).
Além disso, a quitosana pode ser usada em aplicagcoes biomédicas como curativos em forma de

scaffolds, pois demonstra atividade hemostatica e antibacteriana (MUXIKA et al., 2017).

2.8 QUITOSANA

A quitosana € um polissacarideo composto por N-acetil-2-desoxi-Dglucosamina e 2-
amino-2-desoxi-D-glucosamina, cationico, semicristalino, de cadeia linear, derivado do
processo de desacetila¢ao da quitina (KOU; PETERS; MUCALO, 2022).

A quitina, por sua vez, pode ser encontrada em uma variedade de espécies eucarioticas,
como crustaceos, insetos e fungos. Seu nome de origem grega Kliton significa caixa protetora

e de revestimento, ¢ um polissacarideo de sustentagdo e apresenta estrutura semicristalina,
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sendo uma rede de fibras organizadas. Sua obtencao se da através de trés etapas:
desmineralizacdo, desproteinacdo e despigmentagao. Ao ser submetida a tratamento térmico
ocorre a desacetilacao da quitina transformando-a em quitosana. Portanto, a quitosana € um
derivado obtido da reagao de desacetilagao parcial da quitina (Figura 7) por hidrolise dos grupos
acetamida, com solugdes muito concentradas de oxido de sodio (40-50%) e temperaturas

superiores a 100°C (JIMENEZ-GOMEZ; CECILIA, 2020).

Figura 7. Reacao de desacetilagdao da quitina em quitosana

Fonte: Ferreira, (2016).

A quitina ¢ insolivel na maioria dos solventes. Enquanto a quitosana é soluvel em
solugdes acidas, como o acido acético. Na desacetilagao da quitina, o biopolimero € considerado
quitosana quando tem um grau de desacetilacao superior a um valor limite 50% (PAUL;
KOLESINSKA; SUJKA,2019). De modo que, a quitosana possui propriedades fisica e
quimicas, como a biocompatibilidade, biodegradabilidade, bioadesividade, nao toxicidade,
afinidade por metais, corantes e proteinas, hidrofilicidade, capacidade de criar filmes e outras
que a torna aplicavel na farmacia, medicina, engenharias, e em diversos tipos de industrias
(KOU; PETERS; MUCALO, 2022).

Sua atividade antimicrobiana e antibacteriana, também fazem da quitosana um
biomaterial com diversas aplicacdes na area de saude e devido as propriedades como o efeito
coagulante, aceleracao da cicatrizagdo, a¢ao quimiotatica, imunoestimulacao, mucoadesao e/ou
permeabilidade epitelial, tem se tornado cada vez mais atraente para aplicagao no ambito clinico
(AYAZ; DEMIR; BOLGEN, 2021).

Essa atividade antimicrobiana da quitosana tem sido correlacionada com a sua
capacidade de aumentar a permeabilidade das membranas microbianas exteriores e interiores,

resultando em rupturas das membranas celulares bacterianas e consequente saida do contetido
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intracelular. Este efeito € aparentemente causado por interagdes eletrostaticas entre as
moléculas da quitosana carregada positivamente e a membrana celular carregada negativamente
(SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2011).

Outro mecanismo associado a atividade antimicrobiana da quitosana esta relacionado a
interagdo com o DNA microbiano, pela qual os produtos da hidrolise da quitosana ligados ao
DNA celular afetam a sintese de proteinas como resultado da inibicdo do RNA mensageiro
(MATICA et al., 2019).

Todas essas propriedades da quitosana levaram esse biopolimero e seus derivados a
aplicag¢oes além da medicina, em decorréncia de modificacdes em suas caracteristicas fisico
quimicas ela pode ser confecciona no formato de esponjas, fios para suturas ciriirgicas,
membranas, géis, fibras, microesferas, comprimidos, drogas de entrega (HU ef al., 2021).

Além disso, a quitosana pode ser utilizada para formagao de um composito pela sua
aditivagcao, que pode proporcionar outras propriedades nao existentes ou adequacado para
aplicacao desejada. Tais como: Melhorar a resisténcia mecanica, aumentar o efeito
antimicrobiano, e facilitar a cicatrizagcao de feridas e ulceras (SULTANKULOV et al.,2019).

Zhang et al. (2021) confeccionaram curativos de quitosana com colageno com o
objetivo de elevar a atividade antibacteriana sobre cepas gram negativas e gram positivas. E
para tal utilizaram 3% de quitosana com baixo e alto peso molecular misturada com colageno
tipo I a 1%. Entao observaram que o curativo apresentou biocompatilidade, atoxicidade,
retencao de umidade, neovascularizacao e proliferacao de fibroblastos, promovendo a
cicatrizacao de feridas cutaneas. Concluiram que a quitosana somada ao colageno pode ser um
biomaterial promissor para aplicacdes em curativos (ZHANG et al., 2021).

Ja Hassan et al. (2021), desenvolveram uma membrana de quitosana, hialurona e
fosfatidilcolina dihidroquercetina com o objetivo de aumentar a capacidade antioxidante e
reduzir o tempo de cicatrizagdo de feridas. Dessa maneira, utilizaram uma mistura contendo 20
ml de solu¢ao de quitosana (3%) preparada em acido acético a 2%, 1 ml de solugao de
fosfatidilcolina dihidroquercetina (PCDQ) (10 mM) e 5 ml de solucdo aquosa de hialuronano
(1%) e 1 ml de glicerol, submetidos a evaporacao de solvente para confec¢ao de membranas.
Assim, obtiveram uma membrana de Ch/HA/PCDQ (Ch-quitosana; HA- hialurona; PCDQ
fosfatidilcolina dihidroquercetina), com poténcia de eliminagdo de radicais livres,
hemocompatibilidade com tendéncia a aumentar a coagulagdo do sangue, atividades
antibacterianas e anti-inflamatorias, compatibilidade celular com células fibroblasticas de
camundongo e epitelizacdo proeminente em comparacao com feridas tratadas com gaze de

algodao e curativos de Ch/HA (Ch-quitosana; HA- hialurona).
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E Biranje et al. (2020) formularam um curativo composto de solugoes de quitosana 0,5%
p/v e carragenina 0,5% p/v, com o objetivo de melhorar a atividade hemostatica do curativo e
crescimento tecidual. Para isso foram preparados separadamente a solu¢ao de quitosana e de
carragenina. A quitosana foi preparada pela dissolucao em solucdo aquosa de acido citrico 2%
p/v e a carragenina em agua destilada, sendo as misturas homogeneizadas e submetidas ao
processo de liofilizagdo. Deste modo, formularam um curativo composto com maior atividade
hemostatica, por meio de maior geragao de trombina, adesdo e agregacao de hemacias e
plaquetas. Sendo assim, € um potente curativo composto para hemostasia local.

Ainda mais, Santos (2018) preparou um curativo de quitosana incorporado com
bioativos naturais, com o proposito de caracterizar e avaliar a influéncia da incorporacao de
bioativos naturais na atividade antimicrobiana de membranas de quitosana para uso potencial
como curativos de lesdes cutaneas. Por essa razao incorporou oOleo de cravo e melaleuca, bem
como o suco e po de caju e noni em solucdo de quitosana, pelo método de evaporacgao de
solvente. E entdo, obteve que as membranas incorporadas com oleo de cravo e melalaeuca
apresentaram melhor atividade antimicrobiana.

Também, seguindo o proposito de elaborar curativos, Lemraski ef a/. (2021) formularam
curativos com nanofibras de quitosana/alcool polivinilico/cobre, visando impedir o crescimento
de filmes bacterianos e controle de liberagao de farmaco. Com esse intuito prepararam uma
dupla camada composta por poli alcool vinilico e quitosana incorporada com nanoparticulas de
cobre como uma camada protetora e uma segunda camada com nanofibras de
polivinilpirrolidona (PVP). Dessa forma, foi obtido um curativo de dupla camada em nanofibra
eficaz no cuidado de feridas abertas, principalmente nas fases iniciais da cicatrizagdo e na
prevencao de ocorréncia de feridas abertas prolongadas.

Por fim, pode-se observar que os pontos chaves desses estudos com a aplicagao da
quitosana sao o aumento da prevencao de adesdo e proliferagao bacteriana, bem como, o
controle de liberacao de farmacos e diminui¢ao do tempo de cicatrizagao. Através do emprego
da quitosana e demais biomateriais para a confeccao de membranas, nanofibras e scaffolds,
como pode ser observado no quadro resumo (Quadro 4) (CHOI ef al., 2019; TOVAR et al.,
2020; AMOR et al, 2021).

Quadro 4. Estudos realizados com uso de quitosana, suas aplicacdes e vantagens

Autor/ Ano | Material Aplicacao Metodologia Vantagens
Zhang et Quitosana-colageno Curativo Scaffolds v Nio toxicidade,
al.,2021 /iofilizados biocompatibilidade;
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Boa atividade
antibacteriana;
Retencao de dgua.

Hassan et
al., 2021

Quitosana,
hialuronano,
fosfatidilcolina
dihidroquercetina

Curativo
polieletrolito
multifuncional

Membranas/
evaporacdo de
solvente

Poténcia de
eliminagdo de
radicais livres,
hemocompatibilidade
Atividades
antibacterianas e anti-
inflamatérias de
Ch/HA/PCDQ.
Compatibilidade
celular com células
fibroblasticas de
camundongo.
Epitelizacao
proeminente

Biranje ef
al.,
2020

Quitosana/carragenina

Curativo
composto

Liofilizacdo

Atividade de
hemostasia
melhorada;

Fixacdo celular
aprimorada, adesdo e
agregacdo de
hemacias e plaquetas;
Superficie nio toxica;

Santos,
2018

Quitosana/ 6leo de
cravo, oleo de
melaleuca, suco e pé
de caju, polpa e po de
noni

Potencial
curativo

Membranas/
Evaporagdo de
solvente
(casting)

Atividade
antimicrobiana;
Aderéncia e
propriedades ténseis
suficientes e
compativeis para
serem aplicadas em
curativos;

Lemraski et
al.,
2021

Nanofibras de
quitosana/ alcool
polivinilico/cobre

Curativos de
hidrogel de dupla
camada

Nanofibras/
Eletrofiacdo

Atividade
antibacteriana

contra diversos tipos
de microrganismos;
Reducdo do tempo de
cicatrizacdo de
feridas cutaneas;
Controle de liberagio
do farmaco.

Arafa et al.,
2021

Quitosana/ extrato de
repolho roxo

Curativo/hidrogel

Quitosana
metacrilada
com

GMA

Indicar, visualmente,
o pH do leito da
ferida com uma
propriedade de facil
Iemocao;

Choti et al.,
2019

Quitosana e
Snitrosoglutationa
(GSNO)

Filme de
quitosana
liberadora de NO

Filme/
evaporacdo de
solvente

Diminui a viabilidade
e biomassa de
biofilme;

Melhora a
cicatrizacdo de
feridas;

Tovar et al.,

2020

Quitosana e oleo
essencial de Ruta
graveolens

Filme de
quitosana de
estrutura
levemente porosa

Filme formador
de emulsoes

Adesao celular e
proliferacdo em
baixas concentragoes
do oleo

Amor et al.,

2021

Quitosana e oleo
essencial de
manjericao

Filme de
quitosana com

Filme/
evaporacao de
solvente

Atividade
antimicrobiana;
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microcapsulas do v Prolongar a vida util
6leo essencial do produto embalado;
v Controlar o
crescimento
bacteriano;
Soltanzadeh | Quitosana e 6leo Nanoparticulas Nanoparticulas/ v Atividade
et al.,2021 essencial de capim- de quitosana e agitacao, antibacteriana e
limao OE centrifugacio, antifingica
lavagem e
sonicagao

Fonte: Dados da pesquisa (2023)
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Comparar o potencial antibacteriano dos 6leos essenciais de orégano e tomilho contra
cepas de Klebsiella pneumoniae e incorpora-los em membranas de quitosana para o tratamento

de lesdes por pressao.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a Concentragao Inibitéria Minima (CIM) dos oleos essenciais de orégano e
tomilho contra cepas de Kiebsiella pneumoniae;

e Identificar a Concentracao Bactericida Minima (CBM) dos oleos essenciais de orégano e
tomilho contra cepas de Kiebsiella pneumoniae;

e Delimitar a Concentracao Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA) dos 0leos essenciais de
orégano e tomilho contra cepas de Klebsiella pneumoniae;

e Verificar a associa¢ao dos oleos essenciais de orégano e tomilho com os antibacterianos
frente a cepas Klebsiella pneumoniae;

e Desenvolver membranas de quitosana do tipo scaffolds incorporadas com oleos essenciais
de orégano e tomilho;

e (aracterizar fisica, quimica e estruturalmente as membranas de quitosana incorporadas com
Oleos essenciais de orégano e tomilho;

e Estudar a degradacao das membranas de quitosana incorporadas com oOleos essenciais de
orégano e tomilho;

e Avaliar a atividade antibacteriana das membranas de quitosana incorporadas com oOleos

essenciais de orégano e tomilho;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 AREA DE ESTUDO E LOCALIZACAO DE TESTE EXPERIMENTAIS

A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Bioquimica e Microbiologia da Unidade
Académica de Ciéncias Biologicas (UACB) do Centro de Saude e Tecnologia Rural (CSTR)
da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG). E no Laboratério de Avaliagao e
Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste (CERTBIO) — UFCG/UAEMa.

4.2 MICRO-ORGANISMOS

Foram utilizadas as cepas de Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883, e clinicas: Kp 101,
Kp 103, Kp 104 Kp 105 e Kp 110) mantidas em meio Agar Muller Hinton (AMH) a uma
temperatura de 4 °C. Os inoculos foram obtidos a partir de culturas overnight em MH a 37°C e
diluidas em solucdo salina estéril para obter concentragio final de aproximadamente 1,5 x 103
unidades formadoras de colonias por mL (UFC/mL), ajustado pela turvacao quando comparado
com o tubo 0,5 da escala Mc Farland (BONA et al., 2014).

4.3 SUBSTANCIAS
4.3.1 Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados nos ensaios para avaliacao da atividade antimicrobiana
foram o meio liquido Muller Hinton e o meio solido Agar Muller Hinton, adquiridos na Difco®
e preparado de acordo com as mstrucoes do fabricante.
4.3.2 Substancias testes

Os oleos essenciais de orégano (Origanum vulgare), e tomilho (Thymus Vulgaris L.)
foram adquiridos na Industria Quinari (Ponta Grossa- PR).

44 ANALISE DOS OLEOS ESSENCIAIS POR CROMATOGRAFIA GASOSA
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CG-EM)
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O oleo essencial de orégano e de tomilho foram analisados quanto a sua composicao
quimica realizada através de um Cromatografo a gas acoplado ao Espectrometro de Massas
quadrupolar (CG-EM), Shimadzu modelo GC-QP2010 (Shimadzu, Kyoto, Japao), sendo
utilizada uma coluna capilar de silica fundida DB-5 (30m x 0,25mm d.i. x 0,25um). As
condicoes cromatograficas utilizadas foram: injetor a 220 °C e razao de split 1:10 (3,0 min),
gas de arraste He a 0,6 mL/min, temperatura da interface a 250 °C e fonte de 1onizacao por
elétrons (35-350 m/z), rampa de temperatura do forno: 40 °C (2 min), com incremento de 3
°C/min até 240 °C por 5 min e volume mjetado de 1 uL (1% de solugao em diclorometano).

A 1identificacdo dos compostos foi realizada por comparagao dos seus padroes de
fragmentagdes com os espectros de massas da base de dados NIST 14 (Mass Spectral Library,
2014) presente no CG-EM; também pela comparagao destes com os dados da literatura (Adams,
2007), e através de seus indices de reten¢ao linear (IRL), calculados em relagao aos tempos de
retencao de uma série homologa de hidrocarbonetos (C8 a C26) injetada nas mesmas condigoes
da amostra. O indice de retengao linear foi baseado em Van den Dool e Kratz (1963) e Adams
(2007). Para a identificacao por comparacao com espectros disponiveis nestas bases de dados

foram consideradas apenas correspondéncias acima de 90%.

4.5 DETERMINACAO DA CIM (CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA)

A CIM fo1 determinada utilizando a técnica de microdiluicao em placa contendo 96
pocos com fundo em “U”. Foi adicionado 100 pL. de caldo Mueller Hinton, duplamente
concentrado e 100 uL dos produtos em estudo ( 6leo essencial de orégano e 6leo essencial de
tomilho) em cada pogo da placa, nas concentragoes de 1024 a 16 pg/mL. A determinacao da
CIM fo1 conduzida com 10 pLL do 1ndculo previamente preparado e adicionado em cada
cavidade. Foi preparado também o controle de crescimento no penultimo pocgo, contendo 200
puL do caldo e a suspensao de micro-organismo e no ultimo pogo foi o controle negativo com
apenas 200 pL do caldo, sendo realizado todo o ensaio em duplicata. As placas foram incubadas
a 3542 °C durante 24 horas, ap6s esse periodo foi realizada a primeira leitura dos resultados.
Em seguida, foi adicionado 20 pL de solu¢ao de resazurina sodica (SIGMA), em agua destilada
esterilizada na concentragao de 0,01 % (p/v), reconhecido como indicador colorimétrico de
oxido-reducao para bactérias e feito nova incubacao a 35+2 °C. A leitura se procedeu,
visualmente, pela auséncia ou presenca de crescimento do microrganismo pela formagao de
aglomerado de células (botao) e também pela observacao da mudanca da coloracao da solugao,

de azul para rosa, indicando crescimento do micro-organismo. A CIM foi determinada como a
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menor concentra¢ao do produto que inibiu o crescimento visivel do microrganismo ensaiado,
verificado por uma nao mudanca da coloragao do corante indicador (PALOMINO et al., 2002;
OSTROSKY et al., 2008; CLSI,2012; BONA et al., 2014).

4.6 DETERMINACAO DA CBM (CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA)

Para a determinacao da CBM, apos a leitura dos resultados da Concentracao Inibitoria
Minima, foram feitos inoculos (10 pL) de trés dilui¢des a partir da CIM para o meio de caldo
Mueller-Hinton (100 pL/cavidade) em placa de microdiluicdo esterilizada, em seguida seguiu-
se para incubacao a 35£2 °C por 24 horas, apos esse tempo foi adicionado 20 pL de resarzurina.
Os ensaios foram incubados a temperatura de 3542 °C por mais 24 horas para confirmagao da
concentrag¢ao capaz de inibir o crescimento total das espécies bacterianas, verificado por uma

nao mudanca da colora¢ao do corante indicador (NCUBE et al.,, 2008; GUERRA et al,, 2012).

4.7 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA DE ADERENCIA
(CIMA)

A Concentracao Inibitoria Minima de Aderéncia (CIMA) do composto foi determinado
na presenca de sacarose a 5%, de acordo com Albuquerque ef al. (2010) com modificagdes,
usando-se concentragdes correspondentes ao composto até a diluicao 1:1024. A partir do
crescimento bacteriano, a cepa de bactéria foi cultivada a 35+£2 °C em caldo Mueller Hinton
(DIFCO, Michigan, Estados Unidos), depois foram distribuidos 0,9 mL do subcultivo em tubos
de ensaio e, em seguida, adicionado 0,1 mL da solucao correspondente as diluigoes do
composto. A incubacao foi feita a 35+2 °C por 24 horas com tubos inclinados a 30°. A leitura
foi realizada através da observacao visual da aderéncia da bactéria as paredes do tubo, apos a
agitacao do mesmo. O ensaio foi realizado em duplicata. O mesmo procedimento foi realizado
para o controle positivo, o digluconato de clorexidina a 0,12% (Periogard®, Colgate-Palmolive
Company, Nova York, EUA). Foi considerada a CIMA a menor concentracdo do agente em

contato com sacarose que impediu a aderéncia ao tubo de vidro.

4.8 ESTUDO DE ASSOCIACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS DE OREGANO E TOMILHO
COM ANTIBACTERIANOS

Para o estudo de associacao do produto com os antibacterianos, foi realizado por meio
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da técnica de difusdao em disco em meio solido utilizando discos de papel filtro (BAUER et al.,
1966; OLIVEIRA et al., 2006). Uma aliquota de 20ul. da CIM do produto teste (OEs de
orégano e tomilho), foi transferida para os discos contendo os antibacterianos (Ampicilina
(AMP), Gentamicina (GEN), Ceftriaxona (CEF) e Ciprofloxacino (CIP)), nas suas respectivas
concentragoes, sendo em seguida alocados em placas de Petri estéreis lisa (140x15) contendo o
meio AMH que, previamente foram inoculados com swabs estéreis, um volume
aproximadamente de ImL das suspensdes bacterianas. Posteriormente, as placas foram
incubadas a 35£2 °C por 24-48h, seguido da realizagao de sua leitura. Considerar-se-a como
efeito sinergistico, quando da ocorréncia de halo de inibicdo do crescimento microbiano
formado pela aplicacdo combinada do composto mais o antibiotico (AB) com diametro > que
2mm, quando comparado com o halo de inibicdo formado pela acao do AB isoladamente.
Quando a combinagao do produto com o antibacteriano resultar em um halo de inibi¢ao com
um diametro menor do que o obtido pelo o antibacteriano isolado, considerar-se-a efeito
antagonico. Foi considerado como efeito indiferente, quando a formagao do halo de inibi¢ao
resultante da combinacdo, obtive o mesmo diametro do antibacteriano quando avaliado
individualmente (CLEELAND; SQUIRES, 1991; OLIVEIRA et al., 2006). Todos os ensaios
foram realizados em duplicata e os resultados a serem expostos serao obtidos atraves da media

dos resultados dos dois ensaios paralelos.

4.9 PRODUCAO DAS MEMBRANAS

A confec¢ao das membranas de quitosana e quitosana com oleo essencial de orégano e
tomilho, do tipo scaffolds, foi realizada seguindo o processo de liofilizacao que foi obtido a
partir de adaptacdes provenientes de Cruz et al., (2016). E possivel observar na Figura 8 o

fluxograma de confeccao das membranas.

4.9.1. Preparacao das membranas de quitosana sem incorporacao de oleo essencial (Q)

A solucao de quitosana de médio peso 2% (m/v) foi preparada através da dissolugao do
polimero em acido acético glacial a 2% (v/v), sob agitacdo mecanica a 50°C, por 2 h a 346 rpm.
Ao término foi verificado o pH, 4,16, com Ph- fix 0-14 Macherey Nagel. Posteriormente foi
vertida (10 mL) em placas Petri em acrilico com 60 mm x15 mm e acondicionadas no ultra

freezer (-84°C) por 24 horas para congelamento. Em seguida foram transferidas para o
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liofilizador L 108, da LIOTOP, permanecendo por um periodo de 72 h, com o objetivo de

formacao de membranas com poros interconectados.

4.9.2. Preparacio das membranas de quitosana com incorporacio de oleo essencial de

orégano (QO)

A solucao de quitosana de médio peso 2% (m/v) foi preparada através da dissolugao do
polimero em acido acético glacial a 2% (v/v), sob agitacdo mecanica a 50°C, por 2 h a 346 rpm.
Para a solu¢do de quitosana com oleo essencial de orégano, foi adicionado 40 pul de OE de
orégano a solucao a fim de se obter uma concentra¢ao final de 4% (m/v). Assim, com a solugao
preparada, posteriormente, foi vertida (10 mL) em placas de Petri em acrilico com 60 mm x15
mm e acondicionadas no ultra freezer (-84°C) por 24 horas para congelamento. Em seguida
foram transferidas para o liofilizador L 108, da LIOTOP, permanecendo por um periodo de 72
h, com o objetivo de formacao de membranas com poros interconectados. Posteriormente,

seguiu-se a neutralizagao das membranas.

4.9.3. Preparacao das membranas de quitosana com incorporac¢ao de oleo essencial de

tomilho (QT)

A solucao de quitosana de médio peso 2% (m/v) foi preparada através da dissolugao do
polimero em acido acético glacial a 2% (v/v), sob agitacdo mecanica a 50°C, por 2 h a 346 rpm.
Para a solucao de quitosana com o6leo essencial de tomilho, foi adicionado 40 ul de OE de
tomilho a solu¢do a fim de se obter uma concentragao final de 4% (m/v). Assim, com a solugao
preparada, posteriormente, foi vertida (10 mL) em placas de Petri em acrilico com 60 mm x15
mm e acondicionadas no ultra freezer (-84°C) por 24 horas para congelamento. Em seguida
foram transferidas para o liofilizador L 108, da LIOTOP, permanecendo por um periodo de 72
h, com o objetivo de formacao de membranas com poros interconectados. Posteriormente,

seguiu-se a neutralizacao das membranas.

4.9.4. Preparacio das membranas de quitosana com incorporacio de oleo essencial de

orégano e tomilho (QOEOT)

A solucao de quitosana de médio peso 2% (m/v) foi preparada através da dissolugao do

polimero em acido acético glacial a 2% (v/v), sob agitacdo mecanica a 50°C, por 2 h a 346 rpm.
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Para a solucdo de quitosana com 6leo essencial de orégano e tomilho, foi adicionado 40 pul de
OE de orégano e 40 ul de OE tomilho a solugdo a fim de se obter uma concentracao final de
8% (m/v) de cada oleo. Assim, com a solucao preparada, posteriormente, foi vertida (10 mL)
em placas de Petr1 em acrilico com 60 mm x15 mm e acondicionadas no ultra freezer (-84°C)
por 24 horas para congelamento. Em seguida foram transferidas para o lLofilizador L 108, da
LIOTOP, permanecendo por um periodo de 72 h, com o objetivo de formacao de membranas

com poros interconectados. Posteriormente, seguiu-se a neutralizacao das membranas.

Figura 8. Fluxograma da confec¢ao de membranas
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Fonte: Dados da pesquisa (2023).

4.10. PROCESSO DE NEUTRALIZACAO

As amostras foram neutralizadas com hidréxido de amonio (NH4sOH) por ser uma base
soluvel, fraca e volatil, contribuindo para a auséncia de residuos do sal, ao se utilizar hidroxido
de sodio (NaOH), conforme constatado na pesquisa de Cruz (2016). A solucao de hidroxido
de amonio a 5% (v/v) foi preparada na capela de exaustdo de gases da marca SPLabor,
permanecendo as amostras sob atmosfera dessa solucao, isolada sob uma cupula de vidro, por
um periodo de 72 horas. Passado o periodo determinado, as mesmas foram retiradas e seguiu-
se uma breve lavagem das membranas com agua destilada e, apos serem intumescidas, foram

congeladas e liofilizadas.
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4.11. CARACTERIZACOES

4.11.1. Microscopia Otica (MO)

A técnica de microscopia oOtica foi utilizada para analisar a morfologia de
superficie das membranas de quitosana incorporadas com oleo essencial e sem 6leo essencial,
onde as amostras foram submetidas a analise pelo método de iluminacao por reflexao de Iuz
visivel. O canhdo acoplado a estacao de captura de imagem foi o da série Mx, no caso o Mx
(G) — 2016Z. Foram utilizados dois tipos de lentes adaptadoras para essa analise, a lente AD —
2016S que permite, no modo de observagao normal, com magnificagoes de 20-160X e a lente
AD-2016LOW, que na observagao em modo de baixa ampliacao, possibilita magnifica¢des de
6-48X. O Software usado para a obtenc¢ao das imagens foi o 2D meansure e o equipamento foi

0 Microscopio Hirox modelo KH-1300, com magnificagdo de 100 x (GADELHA, 2021).

4.11.2. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As amostras de membranas de quitosana com Oleo essencial e sem 0leo essencial foram
submetidas a técnica de espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR), em temperatura ambiente, o equipamento utilizado foi o Spectrum 400 da
Perkin Elmer. A técnica FTIR foi utilizada para testar a identidade dos compostos, dando
informacoes estruturais sobre as bandas dos agrupamentos das moléculas e os grupos funcionais
que participam das amostras, utilizando a faixa de varredura de 4000 a 650 cm-1 (AGUIAR et
al., 2012).

4.11.3. Termogravimetria (TGA)

A analise termogravimétrica (TGA) das amostras foi realizada em equipamento da
marca Perkin Elmer modelo Pyris 1 TGA, com uma quantidade de material de
aproximadamente 5,0 mg, as amostras foram pesadas em balanca de precisao (£0,1mg). O
material foi aquecido a uma razao de aquecimento de 10°C/min, sob atmosfera de nitrogénio
com fluxo de 50 mL min-1, utilizando cadinho de aluminio. As curvas de TGA  foram
registradas de 20°C a 200°C, com a finalidade de estudar a estabilidade e decomposi¢ao térmica
dos componentes da membrana e assim, verificar uma possivel perda de massa em funcao da

temperatura para observar as condi¢des de processamento da amostra (GALDINO, 2022).
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4.11.4. Grau de intumescimento

Este ensaio foi realizado no intuito de investigar o comportamento do material durante
a imersao e permanéncia em solu¢ao aquosa semelhante ao meio interno do organismo. A
absor¢ao de liquido pelo material pode ser um fator importante na liberacao dos componentes
do oleo essencial, nesse sentido reside sua importancia.

Para realizacao deste ensaio foram preparadas amostras em quintuplicata das
membranas de cada composi¢ao com dimensao de 1,0 x 1,0 cm. Cada amostra foi colocada em
estufa a 40°C, por 24 horas, em seguida pesada em balanca analitica de precisao digital antes
da imersao em 5 mL de solucao tampao fosfato (PBS) (pH 7.4) e colocada em uma estufa
bacteriologica a 37°C. As amostras foram pesadas nos tempos de 24horas. No ato da pesagem,
elas foram removidas da solucdo, secas ligeiramente em papel absorvente para eliminar o
excesso da solucdo, e o peso umido de cada fragmento foi medido na mesma balanga. O grau

de intumescimento (em percentagem) foi determinado pela Equacgao 1 (LUCENA, 2020).

Mi- Ms
Ms

Equacao 1: GI=( ) x 100 (%)
Onde:
Mi - Massa intumescida

Ms - Massa seca

4.11.5. Biodegradacao Enzimatica

Esta caracterizacao foi baseada nas normas ASTM F1635-04 Standard Test Method for
in vitro Degradation Testing of Hydrolytically Degradable Polymer Resins and Fabricated
Forms for Surgical Implants (2009) e a ASTM F2103-01 Standard Guide for Characterization
and Testing of Chitosan Salts as Starting Materials Intended for Use in Biomedical and Tissue-
Engineered Medical Products Applications (2007).

O Ensaio de Biodegradagao Enzimatica tem o objetivo de verificar a
degradacao de um biomaterial em meios biologicos, pois é uma das variaveis de
grande relevancia para sua caracterizagao, ja que tal propriedade esta diretamente relacionada

ao tempo de vida util dos materiais apos o inicio de sua utiliza¢ao pelo paciente (DALLAN,
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2005). Para realizagao desse estudo, as amostras foram divididas em dois grupos: no primeiro,
as amostras das membranas foram imersas em solu¢ao de lisozima/Phosphate Buffered Saline
— PBS, com concentracao de 1,5 mg/mL, e no segundo grupo foi utilizada apenas a solucao de
PBS para controle (FOOK, 2012).

Anteriormente a imersao, cada amostra foi colocada em estufa a 40°C, por 24 horas, em
seguida pesada em balanca analitica de precisao digital. Foram utilizadas cinco amostras de
cada membrana produzida, tanto para o tampao PBS, como para a solugao de lisozima/PBS. As
membranas foram imersas em cada uma das solugdes descritas e avaliadas nos periodos de 1
dia, até 7 dias e 14 dias, entdo foram colocadas na estufa bacteriologica a 37°C. Ao final de um
dia, foi removido o 1° lote, e as amostras foram lavadas em agua destilada, colocadas no ultra
freezer, a uma temperatura de -84°C por 24 horas, e em seguida no liofilizador pelo mesmo
tempo sendo, posteriormente, colocadas em uma estufa a 40°C durante quatro horas e pesadas
em balanca analitica.

Nos segundo e terceiro lotes, as solugdes de PBS e PBS/lisozima
foram trocadas por novas solugdes com a mesma composi¢ao e concentracao diariamente e,
novamente, acondicionados na estufa a mesma temperatura. Apos 7 dias, o segundo lote foi
removido da estufa, passando pela mesma sequéncia de procedimentos ja descritos, assim como
o lote subsequente.

As diferencas percentuais das massas das amostras antes e apos o ensaio forneceram os
resultados referentes a degradagao das membranas, observados a partir da média de ensaios em
quintuplicata. O calculo da perda de massa foi determinado pela Equagao 2, expressa

abaixo:

Mo- Mf.

Equagao 2: BE= (— ) x 100%

Onde: Mo - Massa inicial

MIf - Massa final

4.11.6 Atividade antibacteriana das membranas de quitosana e membranas de quitosana

incorporadas com dleo essencial de orégano e dleo essencial de tomilho

O teste microbiologico foi realizado com o intuito de determinar se a membrana de
quitosana com Oleo essencial (tomilho e/ou orégano) incorporada ¢ capaz de inibir o
crescimento da bactéria Klebisiella pneumoniae, pela metodologia de difusao em agar por disco

€ Poco.
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Portanto, foi avaliada a atividade antibacteriana das membranas de quitosana, quitosana
com oOleo essencial de orégano, quitosana com oleo essencial de tomilho, e quitosana com oleo
essencial de orégano e tomilho, contra a bactéria Klebisiella pneumoniae. A técnica para o teste
foi desenvolvida segundo Bona et al. (2014), com modifica¢des. Para tal, como meio de cultura
em placas Petri foi utilizado o agar Mueller Hinton, e foram formados orificios de 6mm de
diametro com auxilio de um molde originando os pocos. As placas foram inoculadas na
superficie pelo micro-organismo com o uso de um swab, entdo foram incubadas em estufa
bacteriologica a 37 °C por 24 horas.

Membranas, em forma de discos, foram depositadas assepticamente nos pogos dos
meios inoculados, os quais foram incubados a 37 °C por 24 h. Apos a incubagao, as placas
foram observadas quanto a homogeneidade do crescimento bacteriano e, nos casos em que for
verificada inibicao do crescimento, o diametro do halo foi medido com auxilio de uma régua
milimétrica. Os testes foram realizados em duplicata e os resultados corresponderao aos valores

meédios.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O surgimento da resisténcia antimicrobiana incentivou pesquisadores a explorar
alternativas terapéuticas, uma das quais inclui o uso de produtos naturais, como 6leos essenciais
(OE), para fonte de novos farmacos (ALJAAFARI ez al., 2021). Na presente pesquisa os 0leos
essenciais de orégano e tomilho foram analisados quanto aos seus constituintes quimicos por
meio do tempo de retencao apresentado em cada pico do espectro, com relagao a sua atividade
antimicrobiana de forma isolada e associados com antimicrobianos ja comercializados. Além
disso, os OEs foram incorporados em membranas porosas de quitosana (scaffolds), que foram

caracterizadas quanto a sua estrutura quimica, fisica e biologica,

5.1 COMPOSICAO DOS OLEOS ESSENCIAIS AVALIADOS POR CROMATOGRAFIA
GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CG-EM)

Os oleos essenciais de orégano e tomilho foram avaliados quanto aos seus constituintes
quimicos por meio da Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM),
de forma que se considerou o tempo de retengao apresentado em cada pico do espectro para

cada 0leo, como pode ser observado abaixo nas Tabelas 1 e 2, e nas Figuras 9 e 10.

Tabela 1. Composi¢do quimica do oleo essencial de orégano

Picos Tr Composto IR Lt IRLExp Area (%)
1 8.586 Alfa-Pineno 928 939 3.73
2 9.234 Canfeno 944 953 1.07
3 11.090 Mirceno 988 987 3.57
4 12.244 Careno 995 997 1.55
5 12.607 Cimeno 1024 1026 2339
6 14.199 Gama-terpineno 1054 1058 8.23
7 16.243 Linalol 1095 1098 L)
8 25.623 Carvacrol 1302 1298 40.52
9 30.505 Cariofileno 1413 1404 437

Fonte: Dados da pesquisa (2023)



Tabela 2. Composi¢ao quimica do 6leo essencial de tomilho

Picos Tr Composto IR Lyt IR LExp Area (%)
1 8.580 Alfa-pineno 928 939 5.00
2 9.227 Canfeno 944 953 2.22
3 11.082 Mirceno 088 986 1.73
4 12.622 Para-Cimeno 1021 1028 39.00
5 12.815 Limoneno 1024 1031 4.09
6 12.925 Eucaliptol 1029 1033 1.63
7 14.193 Gama-Terpineno 1054 1059 4.07
8 16.236 Linalol 1095 1096 3.83
9 25.278 Timol 1293 1290 29.10

10 25.546 Carvacrol 1302 1296 1.67

Fonte: Dados da pesquisa (2023)

Figura 9. Cromatograma do 6leo essencial de orégano
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Figura 10. Cromatograma do oleo essencial de tomilho
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Fonte: Dados da pesquisa (2023)

Como resultado identificou-se um total de 9 constituintes presentes no o6leo essencial de
orégano: o alfa pineno, canfeno, mirceno, careno, cimeno, gama-terpineno, linalol, carvacrol e
cariofileno. E a partir da analise das porcentagens verificamos que o carvacrol se apresenta
como composto majoritario, com alta porcentagem (40,52%). Ja para o 6leo de tomilho,
identificou-se um total de 10 constituintes: o alfa pineno, canfeno, mirceno, para-Cimeno,
limoneno, eucaliptol, gama-terpineno, linalol, timol e carvacrol. E como compostos
marjoritarios tivemos o para-cimeno e o timol, com porcentagem de 39% e 29,1%,
respectivamente.

Corroborando com o descrito por Penteado et al. (2021), que em suas analises,
encontrou o carvacrol também como um dos componentes majoritarios do 6leo essencial de
orégano, com uma porcentagem de 69,1%, sendo esse 6leo também avaliado por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Da mesma forma, Gomes et al. (2019),
utilizando-se da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas ao analisar a
composicao quimica do OEO obteve uma porcentagem de 45,74% de carvacrol, e, ainda,
observou que este ¢ o composto majoritario do 6leo. Essas variagoes de porcentagens sao
explicadas a partir das condigdes ambientais como altitude e disponibilidade de agua, esta¢ao
do ano, estagio fenoldgico da planta, do tipo de extracdo, entre outros fatores (LOMBREA, A.
etal., 2020).

O carvacrol enquanto componente do OEO se apresenta como principal composto

responsavel pela atividade antibacteriana (OLIVEIRA et al., 2008). Ultee et al. (2002) descreve
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que o carvacrol juntamente com o timol, sdo capazes de desintegrar a membrana externa de
bactérias gram negativas. E, de forma mais especifica, o carvacrol € responsavel pelo
esgotamento da reserva intracelular de ATP (trifosfato de adenosina) e pelo aumento da
permeabilidade da membrana citoplasmatica para a entrada de cations, alterando os processos
celulares essenciais, resultando em morte bacteriana (MAGI; MARINI; FACINELLIL, 2015).

Enquanto, ao avaliar o 6leo de tomilho, por meio de um cromatografo a gas acoplado a
um espectrometro de massa e detector de ionizagao de chama (GCMS-FID), Ahmad; Van
Vuuren; Viljoen (2014), observaram que OET apresentou 22 compostos, sendo o timol
(60,18%) e o para-cimeno (15,44%) os compostos majoritarios. Da mesma maneira, Antih et
al. (2021), utilizando um sistema de cromatografia gasosa de duas colunas/detectores duplos
Agilent GC-7890B (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA), avaliou trés amostras de
0leo essencial de tomilho e obteve que o timol (29,52%, 41,31% e 48,65%) e o para-cimeno
(16,43%, 25,35% e 12,90%) foram os dois principais constituintes do OET.

Confirmando o encontrado na presente pesquisa e os estudos relatados acima, para o
6leo de tomilho, Galovicova ef al. (2021), por meio da cromatografia gasosa/espectrometria de
massa (GC/MS) e cromatografia gasosa (GC-FID), avaliaram o o6leo essencial de tomilho e
detectaram que os dois principais componentes do oleo essencial de T. vulgaris € o timol
(48,1%), e o para-cimeno (11,7%).

O oleo de tomilho € um dos 10 tipos de 6leos essenciais mais comercializados em todo
o mundo, e apresenta atividade antioxidante, efeitos antibacterianos e antifingicos (DEL RE;
JORGE, 2012). Acredita-se que a extremidade hidrofobica destes componentes interage com a
membrana celular das bactérias, alterando sua permeabilidade para cations como hidrogénio
(H+) e potassio (K+). E esse descontrole no gradiente de ions leva as células bacterianas a morte

(SATYAL et al., 2016).

5.2 DETERMINACAO DA CIM, CBM E CIMA DOS OLEOS ESSENCIAIS DE OREGANO
E TOMILHO CONTRA CEPAS DE KLEBSIELLA PNEUMONIAE

A CIM foi determinada em meio liquido e nas diferentes concentracdes sugeridas na
metodologia, para o oleo essencial de orégano e o de tomilho. Dessa maneira, a menor
concentra¢ao capaz de inibir de forma visivel o crescimento bacteriano foi considerada a CIM.

Conforme apresentado na tabela 3, observou-se que os resultados da CIM para o 6leo

essencial de orégano foi de 128 pg/ml para trés, das seis cepas testadas de Klebsiella
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pneumoniae. Dessa forma, sendo considerada uma CIM50 (menor concentragao capaz de inibir

o crescimento em 50%) de 128ug/mL.

Tabela 3. Concentra¢ao inibitoéria minima (CIM) do 6leo essencial de orégano contra diferentes

cepas de Klebsiella pneumoniae.

Cepa bacteriana/ Atcc
Substancia 13883 Kpl01 Kpl03 Kpl0o4 Kpl105 Kpli0

1024 pg/mL = = = = = =

512 pg/mL -

256 pg/mL -

128ug/mL

64 ng/mL

32ug/mL

8ug/mL

+ |+
+ |+
+ |+
+ | ]
+ |+

+
+
16pg/mL =
+
+

4ug/mL

Controle de esterilidade =

+
L
-
i
"

Controle de crescimento =+

(+) com crescimento (-) sem crescimento

Fonte: Dados da pesquisa (2023)

Ja, na tabela 4, observou-se que os resultados da CIM para o oleo essencial de tomilho
foi de 256 pg/mL para quatro, das seis cepas testadas de Kiebsiella pneumoniae, e 128 ng/mL
para as outras duas (Kp104 e Kp 105). Dessa forma, sendo considerada uma CIM50 (menor

concentracao capaz de mibir o crescimento em 50%) de 256pug/mL.

Tabela 4. Concentragao inibitéria minima (CIM) do 6leo essencial de tomilho contra diferentes

cepas de Klebsiella pneumoniae.

Cepa bacteriana/ Atce
Substancia 13883 Kpl0l Kpl03 Kpl04 Kpl05 Kpllo

1024 pg/mL = = = = = -

512 pg/mL

256 pg/mL

128ug/mL

64 ug/mL

32ug/mL

16pg/mL.
8pg/mL
4pg/mL

+ | [+
+ || [+
+ | [+
+ ||+
+ ||+
+ | [+

Controle de esterilidade

+
-
.
-
-
.

Controle de crescimento
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(+) com crescimento (-) sem crescimento

Fonte: Dados da pesquisa (2023)

Entdo, tendo em conta a categorizacao de Sartoratto ef al. (2004), através da qual pode-
se classificar a substancia como forte quando possui CIM de até 500pg/mL, moderada para
CIM de 600 pg/mL a 1500ug/mL e fraca para CIM acima de 1500ug/mL. Obteve-se que os
Oleos essenciais de orégano e de tomilho apresentaram atividade antimicrobiana forte sobre
cepas de Klebsiella pneumoniae.

Outra avaliagao realizada sobre a atividade antimicrobiana dos OEs refere-se a
caracteristica bactericida ou bacteriostatica e para isso, € analisada a razao da Concentragao
Bactericida Minima (CBM) pela CIM. Entao, a CBM para as cepas de Klebsiella pneumoniae
foi determinada a partir da menor concentragcao dos 6leos essenciais de orégano e de tomilho
que resultou em inibigao visivel do crescimento do microrganismo.

De acordo com a tabela 5, observam-se os dados obtidos para a CBM do 6leo essencial
de orégano e € possivel perceber que os valores foram os mesmos para algumas cepas e

superiores para outras em relagao a CIM.

Tabela 5. Concentracao bactericida minima (CBM) do 6leo essencial de orégano contra

diferentes cepas de Klebsiella pneumoniae.

Cepa bacteriana/ Atce

Substancia 13883 Kpl01 Kpl03 Kpl04 Kpl05 Kpll0
1024 pg/mL - - - - - -
512 pg/mL = = = = = =
256 pg/mL = + - = - =
128 pg/mL + + + + + +
Controle de esterilidade = = = = - =
Controle de crescimento + + + + + +

(+) com crescimento (-) sem crescimento

Fonte: Dados da pesquisa (2023)

Ja, de acordo com a tabela 6, observam-se os dados obtidos para a CBM do OE de
tomilho, e € possivel perceber que assim como para o OFE de orégano, os valores foram os

mesmos para algumas cepas e superiores para outras em relacao a CIM.
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Tabela 6. Concentracao bactericida minima (CBM) do 6leo essencial de tomilho contra
diferentes cepas de Klebsiella pneumoniae.

Cepa bacteriana/ Atcc

Substancia 13883  Kpl0l1 Kpl03 Kplo4 Kplo5 Kpll0
1024 pg/mL - - - - - -
512 pg/mL - + - - - -
256 pg/mL - + - - - -
128 pg/mL £ + + + + +
Controle de esterilidade = = = = = =
Controle de crescimento + + + + + +

(+) com crescimento (-) sem crescimento

Fonte: Dados da pesquisa (2023)

Por fim, para determinagao da atividade bacteriostatica ou bactericida, a razao da CBM
e CIM ¢ entao analisada. Pois, de acordo com Hafidh er a/. (2011), o composto é considerado
bactericida quando essa razao esta entre 1: 1 a 2: 1, e o composto ¢ considerado como
bacteriostatico quando a relagao for maior que 2:1.

Sendo assim, de acordo com a tabela 5, o OE de orégano tem atividade bactericida, com
CIM variando entre 128 pg/mL e 256 pg/mL, e CBM de 512 pg/mL para cepa Kp 101 e 256
ug/mL para as outras cinco cepas (ATCC 13883, Kp 103, Kp 104, Kp105 e Kpl110). E, como
apresentado na tabela 6, o 6leo essencial de tomilho apresentou atividade bactericida com CBM
de 1024 pg/mL para a cepa Kp 101, de 512 ng/mLpara a cepa Kp 103, e 256 pug/mL para quatro
cepas (ATCC 13883, Kp 104, Kpl05 e Kpl110), e CIM de 256ug/mL sobre cepas de K.
prneumoniae.

Nesse contexto, verifica-se que na literatura existem estudos voltados a analise da
atividade antimicrobiana de OEs, como por exemplo, o de Kozics er. al. (2019), no qual
obtiveram que o Oleo essencial de orégano apresentou uma CIM de 0,05% m/v e CBM de
0,05%m/v sobre as cepas bacterianas da K. pneumoniae KMB522, através do método de
diluicao em micropogos. Dessa forma, os autores consideraram o ¢leo essencial de orégano
bactericida, portanto eficaz contra a K. pneumoniae.

Ja, Kosakowska et. al. (2021), avaliaram o oleo essencial de orégano vulgare (grego)
sobre varias cepas bacterianas gram positivas e gram negativas, pelo meétodo de microdiluicao.
E, obtiveram uma CIM variando entre 2-8 mg x mL—1 ¢ CBM entre 4-16 mg x mlL—1
apresentando as duas cepas de E. coli ATCC 25922 e micro dilui¢do. coli O157:H7 ATCC

700728, ambas gram negativas, como as cepas mais susceptiveis dentre as cepas testadas. Isto
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posto, concluiram que o orégano vulgare (grego) apresentou atividade bacteriostatica e
bactericida.

Do ponto de vista dos compostos responsaveis pelas principais atividades terapéuticas
identificadas no 6leo essencial de orégano, se observa como mais representativos o carvacrol e
o timol (BORA ef al. 2022). Dessa forma, verifica-se no estudo de Guarda et al. (2011), que a
capacidade antimicrobiana do carvacrol e do timol micro encapsulados foi de 0,225mg/mL e
0,250 mg/mL respectivamente, contra os microrganismos da Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Listeria innocua, Saccharomyces cerevisiae e Aspergillus niger.

Em outro estudo, Jan er al., (2020), analisando a atividade do o6leo essencial de orégano,
tendo o carvacrol como principal constituinte, sobre bactérias, fungos e leveduras, e pelo
meétodo de microdilui¢do em pogos, obtiveram que as bactérias foram as mais afetadas, e frente
a essas cepas bacterianas foi identificada uma CIM entre 31,25-128 pl/ml.

E, também, no estudo de Fratim ef al. (2017), ao analisar a concentracao inibitoria
minima do oleo essencial de orégano, identificou-se que seu principal constituinte era o
carvacrol (65,93%), e obteve-se do ensaio de microdiluicao uma CIM < 0,240 mg/mL para oito
cepas de S. aureus e CIM < 0,480 mg/mL para outras cinco cepas também de S. aureus.

Ainda mais, com relagao ao o0leo essencial de tomilho verificamos estudos como o de
Man et al. (2019), no qual avaliaram a atividade de seis o0leos essenciais: Olibano (resina de
Boswellia sacra), murta (Myrtus communis), tomilho (Thymus vulgaris), imao (Citrus limon),
orégano (Origanum vulgare) e lavanda (Lavandula angustifolia), e a susceptibilidade de seis
cepas bacterianas, incluindo Gram-positivas e Gram-negativas, envolvidas em infeccoes
hospitalares, dentre elas a Kiebsiella pneumoniae ATCC 13883. Para isso utilizaram dois
meétodos: agregados micelares compostos de OEs e agua, e extrato aquoso de OE. Assim,
verificaram melhor atividade pelo método de agregados micelares, com CIM e CBM variando
entre 0,1% e 50% v/v, e especificamente para o oleo de tomilho sobre a cepa de K. Pneumoniae
ATCC 13883 CIM e CBM de 3.1%. Enquanto os extratos aquosos mostraram menor atividade
bacteriostatica e bactericida com CIM e CBM variando de 6,3% a >50% v/v, e CIM e CBM de
12,5% para o oleo de tomilho sobre a K. Prneumoniae ATCC 13883. Nesse caso, o oleo de
tomilho foi bactericida tanto como agregado micelar, quanto como em extrato aquoso.

Ao passo que, Radaelli er al. (2016) determinaram a atividade antimicrobiana de o6leos
essenciais extraidos de condimentos utilizados comumente no Brasil, Ocimum basilicum L.
(manjericao), Rosmarinus officinalis L. (alecrim), Origanum majorana L. (manjerona), Mentha
piperita L. var. Piperita (horteld), Thymus vulgaris L. (tomilho) e Pimpinella anisum L. (anis)

contra cepas do tipo A de C. perfringens ATCC 13124, pelo método de microdiluigdao. E
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obtiveram, dentre todos os Oleos avaliados, que o 6leo essencial das folhas de 7. vulgaris
apresentou os menores valores de CIM e CBM (1,25 mg mL-1), dessa forma o ¢leo de tomilho
demonstrou forte atividade bactericida.

E Xiao ef al. (2020), avaliaram a atividade antibacteriana de dez tipos de OEs sobre
cepas de S. aureus, pelo meétodo de microdilui¢ao, e observaram que o OE de tomilho inibiu o
crescimento de S. aureus com uma CIM de 0,125%.

Levando em conta a atividade antiaderente, foi possivel observar que tanto o dleo
essencial de orégano, quanto o 6leo essencial de tomilho, como o digluconato de clorexidina
0,12% nao conseguiram inibir a formagao de biofilme nas proporc¢des testadas, conforme

demonstra a tabela 7.

Tabela 7. Concentragdo Inibitoria Minima de Aderéncia em pg/mL do oleo essencial de
orégano, tomilho e do digluconato de clorexidina 0,12% contra a cepa de Klebsiella
pneumoniae (Kp105).

Oleo Essencial de Orégano

pg/mL 1:1  1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128
+ O+ + + + + + +
Oleo Essencial de Tomilho
pg/mL 1:1  1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64  1:128
+ O+ + + + + + +

Digluconato de clorexidina 0,12%

pg/mL 1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128
+ o+ - - + - - +

(-) Sem adesdo a parede do tudo (+) Com adesdo a parede do tubo.
Fonte: Dados da pesquisa (2023)

Contudo, Alibi et al. (2020), avaliaram as atividades: antimicrobiana, antibiofilme, e
antioxidante de quatro tipos de OEs, o Cinnamomum verum (canela), Origanum majorana
(manjerona), Thymus vulgaris (tomilho), e Eugenia carvophyllata (cravo) sobre 105 cepas
clinicas multirresistentes, do tipo Gram-positivas e Gram-negativas, dentre elas a Klebsiella
pneumoniae, pela determinagao do niimero de UFC. E concluiram que os OEs de canela,
tomilho e cravo reduziram a formacao de biofilme para todas as espécies testadas.

E Lee et al. (2017) analisaram a atividade antibiofilme do o6leo essencial de orégano e
de tomilho vermelho sobre cepas de Escherichia coli uropatogénica, por meio de microscopia

de varredura confocal a laser. Entdo, obtiveram que os dois oleos inibiram a formagao de
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biofilme em mais de 60% das cepas avaliadas e associaram esse efeito a inibi¢ao da producao
de fimbrias e motilidade natatoria.

Em contrapartida, Cabarkapa er al. (2019) objetivando determinar os compostos
bioativos dos OEs de Origanum heracleoticum, Origanum vulgare, Thymus vulgaris e Thymus
serpyllum, e avaliar sua atividade antimicrobiana e antibiofilme contra Salmonella Enteritidis
realizou o ensaio de formagao de biomassa de biofilme e encubou com os OEs e com os
compostos bioativos dos OEs. Para tanto, obteve para os biofilmes de Salmonella Enteritidis, o
OE de O. heracleoticum apresentou o maior efeito, seguido por O. vulgare, T. vulgaris,
carvacrol e timol, enquanto o OE de T. serpyllum mostrou o efeito mais fraco em relacao a
prevencao de crescimento de biofilme e erradicacao de biofilmes pré-formados.

Perez et al. (2019) também avaliaram a atividade antiaderente/antibiofilme de
nanovesiculas contendo oleo essencial de tomilho e da vancomicina (antibiotico
comercializado), sobre cepas de Staphylococcus aureus ATCC-25923 e quatro isolados clinicos
de S. aureus resistentes a meticilina, por meio da observacao da densidade otica da concentragao
de UFC. Entao obtiveram CIM variando entre 2 mg/ml e >4 mg/ml para as nanovesiculas de
OET e CIM de 4-8 pug/ml para a vancomicina. Enquanto a CBM fo1 > 4 mg/ml para
nanovesiculas de OET e CBM entre 16-32 pg/ml para vancomicina. Por fim, concluiram que
as nanovesiculas de OE de tomilho apresentam atividade antibiofilme e a vancomicina nao
inibiu a formacao de biofilme.

Bem como, analisando o extrato de Thymus vulgaris L, Oliveira, et al. (2017) avaliaram
a atividade antibiofilme mono e polimicrobiana. Para tanto, foram analisadas as cepas de C.
albicans, S. aureus, E. faecalis, S. mutans e P. aeruginosa, bem como biofilmes
polimicrobianos compostos por C. albicans associados a S. aureus, E. faecalis, S. mutans ou
P. aeruginosa. Dessa maneira, o biofilme foi cultivado por 48 h em agitacao e posteriormente
foi exposto por 5 min ao extrato de 7. vulgaris L. (200 mg/mL). Por fim, observaram que o
extrato de T. vulgaris L. atuou efetivamente no controle de biofilmes monomicrobianos de C.
albicans, S. aureus, E. faecalis, S. mutans e P. aeruginosa e biofilmes polimicrobianos
composto por C. albicans com S. aureus, E. faecalis, S. mutans ou P. aeruginosa, apresentando
reducoes significativas em unidades formadores de colonia (UFC)/ mL.

Além disso, levando em conta a cepa bacteriana, Ramalho et al. (2020) utilizaram cepas
de Klebsiella pneumoniae (Kp 102), cultivada em caldo Mueller Hinton em tubos de ensaio
com o intuito de avaliar a Concentracao Inibitoria Minima de Aderéncia (CIMA) dos oleos
essenciais de Fucalyptus globulus e Eucalyptus citriodora, e como controle positivo foi

empregado o digluconato de clorexidina a 0,12%. Dessa maneira, ao analisar os resultados da
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atividade antiaderente dos OEs obteve-se que OE de Eucalytus globulus exibiu uma boa
eficiéncia contra a formagao do biofilme por Klebsiella pneumoniae demonstrando resultado
equivalente ao controle digluconato de clorexidina 0,12%, e inibindo a formacao do biofilme
na mesma concentracao 1:8. Entretanto, a analise do OE de Eucalyptus citriodora apresentou
formacao do biofilme as paredes do tubo, portanto nao apresentou inibigao contra a Klebsiella
pneumoniae em nenhuma concentracao.

E Souza et al. (2021), também utilizando cepas de Klebsiella pneumoniae (Kp 102)
cultivada em caldo Mueller Hinton em tubos de ensaio, avaliaram a atividade antiaderente do
Oleo essencial de Lavandula hibrida Grosso, tendo como controle positivo o digluconato de
clorexidina a 0,12%. Dessa maneira, foi possivel observar que o OE demonstrou uma melhor
propriedade do que o digluconato de clorexidina 0,12%, pois apresentou uma menor
concentrag¢ao capaz de inibir a aderéncia de biofilme ao tubo, sendo 1:32 para o 6leo essencial
de Lavandula hibrida Grosso e 1:8 para o digluconato de clorexidina 0,12%. Entao, concluiram
que o OE pode ser utilizado como método alternativo para o controle de biofilme na presenca
da K. pneumoniae.

Por fim, Rajasekharan ef a/. (2017) investigaram o potencial antiaderente do extrato de
Arctium lappa Linn (raiz de bardana) e de um de seus componentes, o acido clorogénico, sobre
1solados clinicos de Klebsiella pneumoniae. O extrato de raiz de bardana (BRE) (20-200 pg/ml)
ou o acido clorogénico (CGA) (0,028- 0,28 mmoll) foram adicionados ao meio NB
suplementado com 0,5% de glicose e inoculado com 1% de inoculo bacteriano, e o crescimento
do biofilme foi quantificado pelo ensaio de formacao de biomassa de biofilme (cristal violeta).
Assim, como resultado, obtiveram que tanto o extrato quanto o acido, apresentaram atividade

antiaderente significativa contra as cepas de K. pneumoniae.

5.3 ASSOCIACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS DE OREGANO E TOMILHO COM OS
ANTIMICROBIANOS FRENTE A CEPAS KLEBSIELLA PNEUMONIAE

Tendo em conta o estudo de associacao dos OEs, foi realizada a jungao do oleo essencial
de orégano com os antimicrobianos testados a Ampicilina (AMP), Gentamicina (GEN),
Ceftriaxona (CEF) e Ciprofloxacino (CIP), e da mesma forma foirealizada com o 6leo essencial
de tomilho.

Para o OE de orégano foi possivel identificar que a AMP demonstrou efeito sinérgico

(50%) e indiferente (50%); efeito sinérgico (33%) e indiferente (67%) com a GEN: e constatou
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efeito indiferente (67%), sinérgico (16,5%) e antagonico (16,5%) na presenga do CEF. Ja com
o CIP verificou-se efeito indiferente (50%), sinérgico (16,7%) e antagonico (33,3%).

Por sua vez, para o OE de tomilho verificou-se que a AMP demonstrou efeito sinérgico
(67%) e indiferente (33%), a GEN apresentou efeito sinérgico (83,3%) e indiferente (16,7%), e
CEF demonstrou efeitos sinérgicos (33,3%) e indiferentes (66,7%). Ja, do CIP, constatou-se
efeitos antagonicos (50%) e indiferentes (50%).

Sendo esse resultado alcancado a partir da observacao comparativa do halo de inibi¢ao
na presenca do antibidtico, e com o halo de inibicdo na presenca da associacao dos

antimicrobianos com o 6leo essencial de orégano e tomilho (Tabela 8).

Tabela 8. Estudo da associacao do 6leo essencial de orégano e de tomilho com antimicrobianos

sintéticos.

Microrganismo Associacao AMP GEN CEF CIP
Atcc 13883 HIATB - 20mm 28mm 12mm
HIATB + OEO - 20mm (*) 28mm (*) 30mm (1)
HIATB + OET - 20mm (*) 28mm (*) 12mm (*)
Kp101 HIATB - 20mm 26mm 24mm
HIATB + OEO - 20mm (*) 26mm (*) 24mm (*)
HIATB + OET - 20mm (*) 26mm (*) 24mm (*)
Kp103 HIATB - 18mm 26mm 12mm
HIATB + OEO - 20mm () 26mm (*) 12mm (*)
HIATB + OET - 20mm (1) 26mm (*) 8mm (])
Kp104 HIATB 10mm 16mm 12mm 28mm
HIATB + OEO - 20mm (1) 22mm (1) 12mm(])
HIATB + OET I8mm (7) 16mm (*) 20mm (T) 22mm ()
Kp10S HIATB 12mm 20mm 24mm 36mm
HIATB + OEO 18mm (T) 20mm (*) 24mm (*) 30mm(])
HIATB + OET l4mm (7) 20mm (*) 26mm () 34mm ()
Kp110 HIATB 20mm 20mm 28mm 30mm
HIATB + OEO 20mm (*) 20mm (*) 26mm (]) 30mm (*)
HIATB + OET 20mm (*)  20mm (*) 28mm (*) 30mm (*)

HIATB: halo de inibicdo na presenca do antibiético. OEO: Oleo Essencial de Orégano. OET: Oleo Essencial de

Tomilho. Efeito sinérgico (1); efeito antagonico (|): efeito indiferente (*).

Fonte: Dados da pesquisa (2023)

Nesse caso, verifica-se na literatura pesquisas como a de Rosato er al. (2020), na qual
avaliaram os Oleos essenciais de Cinnammonum zeylanicum, Mentha piperita, Origanum
vulgare, € Thymus vulgaris, quanto ao seu efeito anti-biofilme e o sinergismo com antibioticos
comuns como a gentamicina, norfloxacina e oxacilina. Entao, a associacao mostrou uma forte
destruicao do biofilme bacteriano e sinergismo de agao entre os OEs e os antibioticos avaliados.

Sendo a interag¢ao da norfloxacina com OEs a mais eficaz entre todas as combinagoes testadas
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de OE e antibidtico contra as cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Staphylococcus epidermidis 1G4, e Staphylococcus aureus 1G22.
Corroborando com a presente pesquisa, da qual podemos observar que o 6leo de orégano
apresentou efeito sinérgico com a ampicilina e gentamicina e o 6leo de tomilho apresentou
efeito sinérgico com a ampicilina, gentamicina e ceftriaxona.

E, no estudo de associa¢ao de Uzair ef al. (2017) foram mvestigados oleos essenciais
com o potencial de inibir o crescimento in vitro de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA), isolados e em associa¢dao com a amoxicilina, um antibiotico da classe das penicilinas.
Para realizac¢do do estudo foi aplicado o método de difusdao em disco, a fim de avaliar a atividade
de dez o6leos essenciais extraidos de plantas tradicionais: Thymus vulgaris L, Mentha pulegium,
Ocimum sanctum, Mentha piperita, Cvimbopogon citratus, Rosmarinus officinalis L., Cortex
cinnamom, Citrus nobilis, Citrus deliciosa, Origanum vulgare e Mentha sp. Como resultados,
observaram que os 6leos essenciais possuem tanto atividade bacteriostatica, quanto bactericida
maior do que a dos antibidticos sintéticos quando testados in vitro, com maior atividade para o
0leo de tomilho e canela. E o orégano e a menta (Mentha pulegium) apresentaram forte
atividade sinérgica com a amoxicilina. Os autores atribuem esse sinergismo do orégano devido
ao alto teor de carvacrol em sua composic¢ao.

Magi ef al. (2015), examinaram a atividade antibacteriana dos oleos essenciais de
Origanum vulgare, Thymus vulgaris, Lavandula angustifolia, Mentha piperita e Melaleuca
alternifélia, e do carvacrol, contra 32 cepas de Estreptococos do Grupo A (GAS) resistentes a
eritromicina e invasores de células, de forma i1solada, e em associagao com a eritromicina. De
modo geral, observaram que os 6leos essenciais de tomilho e orégano demonstraram a maior
atividade antimicrobiana. E, atraveés de ensaios quadriculados, obtiveram uma reducao de 2 a
2.048 vezes da CIM da eritromicina, com sinergia confirmada para o carvacrol e a eritromicina.

Como também, na pesquisa de Miladi er al. (2017), foi avaliada a atividade
antibacteriana e antibiofilme de cinco terpenos (constituintes de 6leos essenciais): eugenol,
carvacrol, timol, p-cimeno e y-terpineno, separados e em associa¢ao com a tetraciclina, contra
a S. aureus ATCC25923 e 12 cepas bacterianas orais coletadas da cavidade oral de criangas
cariosas em 95 clinicas de odontologia. E obtiveram que os terpenos tém atividade antibiofilme
e antibacteriana, aumentando sinergicamente o efeito da tetraciclinica, especialmente sobre as
cepas de S. aureus ATCC 25923, S. aureus B193, S. aureus B285 e S. 210 mutans B509.

Enquanto Barbosa ef a/. (2021) analisaram a atividade dos terpenos: carvacrol e timol,
determinando a CIM e a associacao destes com o antimicrobiano Norfoxacina e com o Brometo

de etidio contra as cepas de Staphylococcus aureus (SA-1199- selvagem e SA-1199B-
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superexpressa NorA). Dessa maneira, o carvacrol e o timol apresentaram CIM de 256 pg/mL
sobre as cepas testadas. E tanto o carvacrol, quanto o timol potencializaram a atividade da
Norfoxacina e Brometo de etidio, reduzindo a CIM da Norfoxacina. Portanto o carvacrol e timol
atuaram de forma sinérgica com a norfoxacina sobre as cepas de S. aureus.

E também, Silveira et al. (2020), verificaram a atividade antibacteriana e a reversao da
bomba de efluxo com o uso do timol e do carvacrol (constituintes do 6leo de tomilho) contra a
cepa de Staphylococcus aureus, comparada com a atividade da tetraciclina (antibidtico
comercializado), bem como sua toxicidade contra Drosophila melanogaster. E identificaram
uma CIM de 72 pg/mL para o timol, 256 pg/mL para o carvacrol e 128 ug/mL para a
tetraciclina. Quanto a associacdo entre o timol e a tetraciclina foi demonstrado sinergismo,
enquanto a associagao entre carvacrol e tetraciclina apresentou antagonismo.

Levando em conta antimicrobiano, Santana et al. (2020), com o propodsito de avaliar a
atividade antibacteriana do oleo essencial da Lavandula Hibrida Grosso associado com a
gentamicina contra cepas de S. aureus utilizou a técnica de microdiluicao em caldo para
obtencao da CIM e posterior estudo de associagao. Dessa forma, obteve uma CIM de 128 pg/mL
para a cepa em analise e observou um efeito sinérgico ao se associar a gentamicina com o 6leo
essencial da Lavandula Hibrida Grosso, corroborando com a pesquisa atual.

Por fim, no estudo de associagao de Aguiar ef al. (2019), buscou-se avaliar a eficacia da
combinacao dos OEs de canela, orégano, tomilho comum e tomilho vermelho; como também
dos principais componentes desses OEs (cinamaldeido, carvacrol e timol) com antimicrobianos
(AMBSs) convencionais (oxitetraciclina, trimetoprim-sulfametoxazol, gentamicina e penicilina)
contra a cepa de S. suisstrains. Para tal, foi utilizado o método checkerboard no intuito de
analisar a interacao dos OEs com os AMBs, pela determinagao do indice de concentracao
inibitoria fracionada. Como resultado obtiveram que todos os AMBs apresentaram efeito
sinérgico ou aditivo com pelo menos um dos quatro dleos essenciais. E, ainda, foi possivel
coletar que a combinacao dos AMBs com os OEs apresentou melhores resultados do que a
combinagdao dos AMBs com os componentes principais dos OEs, embora nao tenham sido

detectados efeitos antagonistas em nenhum caso.

5.4 PRODUCAO DAS MEMBRANAS

Foi realizado um teste experimental exploratorio para o estabelecimento das condicdes

a serem utilizadas no desenvolvimento das membranas.
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Na Figura 11 ¢ apresentada a imagem de uma membrana resultado da metodologia de
preparacao de membrana por evaporacao de solvente, conforme descrito no apéndice A. As
membranas produzidas por essa metodologia apresentavam composi¢ao de quitosana de médio
peso e OE de orégano na concentracao de 4%, com ou sem tween. E foi possivel observar que
as membranas ficaram com estrutura quebradica. Portanto, era impossivel fazer a retirada da
placa sem comprometer a estrutura da membrana.

Em seguida, foi realizado o teste de evaporacao do solvente de forma natural, sem
submissao a secagem na estufa, portanto com secagem a temperatura ambiente. Porém as
membranas nao secaram em um intervalo de 20 dias, sendo assim, ficou inviavel o seguimento

com essa metodologia.

Figura 11. Aspecto macroscopico da membrana de quitosana e OEO confeccionada por
evaporacao de solvente

Fonte: Dados da pesquisa (2023)

De acordo com essas observacodes, ajustes foram necessarios e realizados no
estabelecimento das metodologias de desenvolvimento das membranas, desde o procedimento
de confeccao, passando-se a utilizacao a liofilizacao, até a avaliacao de qual quitosana utilizar
- médio peso ou alto peso. Na Figura 12 é possivel observar essas membranas com composi¢ao

de quitosana de médio peso ou alto peso, com OE de orégano na concentrag¢ao de 4%.
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Figura 12. Membranas confeccionada por liofilizagao com quitosana de alto peso e meédio
peso com OE de orégano na concentracao de 4%

Legenda: A- membrana com quitosana de alto peso; B- membrana com quitosana de médio peso.
Fonte: Dados da pesquisa (2023)

Considerando o peso molecular da quitosana, observa-se que a membrana
confeccionada com a quitosana de alto peso apresentou menor homogeneidade, e estrutura
cristalizada. Portanto, adotou-se o uso da quitosana de médio peso.

Dessa maneira, o proximo passo foi confeccionar membranas com diferentes
concentragoes de OEs de orégano e tomilho com ou sem tween. Assim, foram produzidas
membranas em concentragoes de 3%, 4% e 5%, com os OEs de orégano e tomilho isolados, e
em concentracoes de 6%, 8% e 10% com OEs de orégano e tomilho juntos, e com OEs de
orégano e tomilho juntos e adigao de tween. Na Figura 13, € possivel observar como exemplo

as membranas de quitosana com OE de tomilho, nas concentragoes de 3%.,4% e 5%.

Figura 13. Membranas de quitosana com tomilho a 3%, 4% e 5%

MQT (3%) I MQT (4%%6) i MQT (5%)

Fonte: Dados da pesquisa (2023)



70

5.5 NEUTRALIZACAO

O processo de neutralizacao foi iniciado utilizando-se a metodologia de submersao em
NaOH. Porém foi1 possivel observar que essa metodologia nao pode ser aplicada a membranas
produzidas por liofilizagao. Uma vez que, a membrana perdeu sua estrutura e apresentou
consisténcia em forma de hidrogel, quando submersa em NaOH. Além disso, posteriormente
ao procedimento de secagem em estufa as membranas exibiram diminui¢ao do seu diametro,

espessura e volume, bem como retracao consideravel (Figura 14).

Figura 14. Membrana produzida por liofilizagao submetida a neutralizagao por submersao em

NaOH e secagem

Legenda: A- membrana com quitosana submetida a neutralizagio por submersdo em NaOH; B-
membrana com quitosana submetida a liofilizagdo apds neutralizacdo por submersdo em NaOH.
Fonte: Dados da pesquisa (2023)

De acordo com essas observagoes passou-se a utilizar o procedimento de neutralizagao

da membrana por meio gasoso, com Hidroxido de amdnio (NH4OH) (Figura 15).

Figura 15. Membrana produzida por liofilizacao submetida a neutralizagao por meio gasoso,
com hidréxido de amonio (NH4OH).

Fonte: Dados da pesquisa (2023)
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Dessa maneira, ficou estabelecido que a melhor forma de neutralizar as membranas é

por meio gasoso.

5.6 CARACTERIZACAO DAS MEMBRANAS

A partir dos ajustes realizados, sao apresentados nesta se¢ao as analises referente a

estrutura quimica, fisica e biologica das membranas de quitosana incorporadas com os OEs.

5.6.1 Microscopia Otica (MO)

A Microscopia Otica (MO) foi empregada com o objetivo de avaliar a morfologia da
superficie e os aspectos macroscopicos das membranas de quitosana incorporadas com oleo
essencial e sem oleo essencial.

Na Figura 16A ¢ possivel observar a membrana de quitosana incorporada apenas com
6leo essencial de orégano a 4% apresentando superficie rugosa e aspecto homogéneo. Na Figura
16B ¢é possivel observar a estrutura porosa, dando a caracteristica esponjosa da membrana, o

que denota wna capacidade de absor¢ao do exsudato.

Figura 16. Imagens de Microscopia Otica de membrana de quitosana incorporada com 6leo
essencial de orégano a 4%

e O 0 _..,l'"'.-_i;;"!ﬂ 2

A.1000um com magnificacao de 6x; B. 1000um com magnificacao de 50x
Fonte: Dados da pesquisa (2023)

E na Figura 17A € possivel observar a membrana de quitosana incorporada apenas com

0leo essencial de tomilho a 4% apresentando superficie rugosa e aspecto homogéneo. Na Figura
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17B ¢ possivel observar a estrutura porosa, com poros uniformes e interconectados dando a

caracteristica esponjosa da membrana, o que denota uma capacidade de absor¢ao do exsudato.

Figura 17. Imagens de Microscopia Otica de membrana de quitosana incorporada com 6leo
essencial de tomilho 4%

.

A.1000um com magnifica¢ao de 20x; B. 500um com magnificacao de 50x.
Fonte: Dados da pesquisa (2023)

Na Figura 18A ¢ possivel observar a membrana de quitosana incorporada com oleo
essencial de orégano (4%) e tomilho (4%) apresentando superficie rugosa e aspecto
homogéneo. Na Figura 18B ¢ possivel observar a estrutura porosa, com poros interconectados
dando a caracteristica esponjosa da membrana, o que denota uma capacidade de absorcao do

exsudato.

Figura 18. Imagens de Microscopia Otica de membrana de quitosana incorporada com 6leo
essencial de orégano (4%) e tomilho (4%)

A.1000um com magnificacao de 6x; B. 1000um com magnificacao de 50x.

Fonte: Dados da pesquisa (2023)
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Dessa maneira, ndo foram observadas diferengas morfologicas entre as membranas
incorporadas com diferentes 6leos. Ainda, pode-se verificar que sua apresentacao ¢ homogénea
o que indica uma incorpora¢ao bem sucedida dos 6leos na matriz de quitosana. E quanto sua
estrutura, é continua, portanto, nao foram identificadas rupturas apos secagem.

Segundo Xie ef al. (2017), a porosidade possui relevancia para aplicacao sobre lesoes
com exsudato uma vez que permite a penetragao de fluidos bioldgicos. Dessa forma, em seu
estudo, eles desenvolveram um curativo composto por colageno, quitosana e alginato pela
técnica de liofilizagao para aplicacao em lesdes e obtiveram uma superficie lisa e estrutura
almofadada com porosidade.

E Zhou et al. (2021), por sua vez, respalda a importancia da estrutura porosa para a
absor¢ao do exsudato, e complementa que essa estrutura também ¢é relevante na elaboragao de
curativos por permitir as trocas gasosas € manuten¢ao de um ambiente imido, o que ¢ de
extrema importancia para reparagao das lesoes. Outra caracteristica importante, refere-se a
homogeneidade, pois de acordo com Valencia er al. (2018) essa estrutura porosa e homogeénea

pode promover a proliferacao celular.

5.6.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de FTIR foi utilizada com o objetivo de identificar os espectros
(bandas caracteristicas dos grupos funcionais) da quitosana, OE de orégano, OE de tomilho e
da quitosana com os OEs de orégano e tomilho isolados e em conjunto.

Os espectros de FTIR na faixa de 4000-500 cm™ sdo apresentados nas Figuras
19,20,21,22,23, e 24 e € possivel observar a presenca das bandas caracteristicas do polimero de
quitosana em 3353, 2933, 2873 cm! atribuidas as vibracoes de estiramento dos grupos

funcionais -OH, -CH> e -CHz (DIMARTINO et al., 2017).



Figura 19. Espectro de FTIR da quitosana
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Figura 20. Espectro de FTIR do OEO
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Figura 21. Espectro de FTIR do OET
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Figura 22. Espectro de FTIR da QOEO
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Figura 23. Espectro de FTIR da QOET
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Figura 24. Espectro de FTIR da QOEOT
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O grupo amino possui uma banda de absor¢ao caracteristica na regiao de 3400-3500 cm-
1 que esta também sobreposta pela banda de absorc¢ao decorrente do grupo -OH. Além disso,
apresenta uma banda caracteristica da deformacao angular do CH> que aparece na regiao de

1421 cm™?. As bandas caracteristicas de 1650 cm™ e 1575 cm! correspondem ao modo de
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vibragao por estiramento através da ligacao de -C=0O da amida I com a deformacao da ligagao
N-H, conjuntamente com o estiramento da ligacao C-N da amida II, respectivamente. As bandas
de absor¢ao da regido de 1151 e 896 cm-1 (estiramento de ligagoes C-O-C) como as da
regiaol060 e 1025 cm-1 (vibragoes de estiramento do grupo C-O) sdo caracteristicas da
estrutura sacaridea da quitosana (SHANMUGASUNDARAM, RAVIKUMAR E BABU, 2004;
WANG, 2013).

Este espectro € entdo caracteristico da quitosana e encontra-se de acordo com Masood
et al. (2019), pois apresenta todas as absorcdes relativas a esse polimero, com um espectro
aproximado ao da amostra do pesquisador citado. Além disso, foram claramente identificadas
nas membranas, incorporadas com os OEs, as bandas de absor¢ao caracteristicas dos oOleos
essenciais de orégano e tomilho e, portanto, as analises dos espectros indicaram a incorporagao

bem sucedida do OEs.

5.6.3 Termogravimetria (TGA)

A utilizacao da analise de termogravimetria na caracterizacao de polimeros esta pautada
no estudo da estabilidade e decomposicao térmica dos mesmos. Essa
analise foi realizada com o objetivo de avaliar a estabilidade térmica das membranas
e o comportamento da quitosana apos a adigao dos OEs.

A Figura 25 ilustra as curvas termogravimeétricas para as membranas de quitosana. A
partir dos resultados observou-se a presen¢a de duas curvas de perda de massa do material, na
primeira etapa houve uma perda de 14,8 % referente a perda de agua, no intervalo de
temperatura entre 30°C e 218,7°C e, na segunda etapa um percentual de perda de 47,69 %, entre
218,7°C e 483,08°C caracterizada pela degradagao térmica total da amostra ou formagao de

cinzas.



Figura 25. Curva termogravimétricas de perdas da quitosana
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A Figura 26 ilustra as curvas termogravimétricas para o oleo essencial de orégano. E

possivel perceber que ocorre uma variagdo da massa dos componentes em funcdao da
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temperatura e entre 160°C e 180°C tem-se uma perda total de massa de 99,85%.

Figura 26. Curva termogravimeétricas de perdas do OE de orégano
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A Figura 27 ilustra as curvas termogravimeétricas do 6leo essencial de tomilho. E €
possivel perceber que ocorre uma variacao da massa das substancias em fun¢ao da temperatura

e entre 150°C e 180°C tem-se uma perda total de massa de 99,38%.

Figura 27. Curva termogravimeétricas de perdas do OE de tomilho
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Na Figura 28 € possivel observar quatro etapas significativas de perda de massa para as
membranas de OE de orégano a 4%. A primeira perda entre 25° e 99 °C, de 17,1%, referente a
perda de agua; a segunda perda ocorreu entre 114° e 271°C, de 7,37%, caracterizado pela
decomposi¢ao da cadeia molecular da quitosana; a terceira perda de massa compreendida entre
275° e 414°C de 40,95%, atribuida, possivelmente, as degradagoes térmicas da membrana; e a
quarta perda ocorrendo entre 414° e 750 °C, de 25,48%, atribuida a carboniza¢ao do material,

totalizando uma perda total de massa de 91,11%.



Figura 28. Curva termogravimétricas da membrana do OE de orégano a 4%
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Na Figura 29 € possivel observar quatro etapas significativas de perda de massa para a
membrana de OE de tomilho a 4%. A primeira perda entre 22° e 99,58 °C, de 13,04%, associada
a perda de agua; a segunda perda ocorreu entre 152° e 272°C, de 6,02%, atribuida, a

decomposicao da cadeia molecular da membrana; a terceira perda de massa compreendida entre

272° e 418,5°C de 42,95%, referente degradacao térmica; e a quarta perda ocorrendo entre

418,5° e 750 °C, de 16,39%, sinalizando a carboniza¢ao do material, que totaliza uma perda

total de massa de 78,40%.

Figura 29. Curva termogravimétricas da membrana do OE de tomilho a 4%
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Na Figura 30 € possivel observar quatro etapas significativas de perda de massa para a
membrana com OE de orégano 4% e OE de tomilho a 4%. A primeira perda entre 30,12° e
99,33 °C, de 11,15%, atribuida a perda de agua; a segunda perda ocorreu entre 110° e 267,38°C,
de 5,87%, é atribuida a decomposic¢ao da cadeia molecular da membrana; a terceira perda de
massa compreendida entre 267,38° e 412,85°C de 44,32%, referente a degradacgao térmica; e a
quarta perda ocorrendo entre 412,85° e 750 °C, de 30,27%, sinalizando a degradagao total do

material, com uma perda total de massa de 91,70%.

Figura 30. Curva termogravimétricas da membrana com OE de orégano 4% e OE de tomilho
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Fonte: Dados da pesquisa (2023)

Dessas analises € possivel observar que a membrana composta pelos OEs de orégano
4% e tomilho 4% apresentaram uma perda de massa sob maior temperatura, a 30,12° e de modo
geral a temperatura final de perda de massa foi de aproximadamente 750°C.

Entretanto, Altiok ef al. (2010), ao confeccionarem filmes de quitosana incorporados
com OE de tomilho observaram que a primeira perda de massa, caracterizada pela evaporagao
de solvente, ocorreu apenas a 100°C. Enquanto Castro ef al. (2021), em seu estudo analisaram
filmes de quitosana puros e filmes de quitosana com oleo essencial de melaleuca, e para a
analise térmica dos filmes (apenas de quitosana), eles observaram uma degradagao em trés
estagios, o primeiro iniciando a 50° e 110° C, e correlacionou com a evaporagao do solvente.
O segundo estagio imiciando a 220°C, o que € causado pela desidratacao do material.
Finalmente, o terceiro estagio, que comegou a 320° C, e relacionou a perda de ligagoes

glicosidicas na quitosana.
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Desse mesmo estudo, para o filme composto com OE de melaleuca, Castro et al. (2021),
observaram uma degradacgao em quatro estagios. Sendo o primeiro entre 50° e 100°C devido a
evaporacao da agua e do acido acético. No segundo estagio entre 190° e 250°C, observou-se
degradacao em fragdes da quitosana, como também perda de compostos volateis do oleo
essencial e decomposi¢ao da cadeia lateral do alcool poli vinilico (PVA). Enquanto o terceiro
estagio de degradacgao ocorre entre 250° e 300°C e reflete a degradagao dos anéis de sacarideos
e decomposic¢ao das unidades acetiladas e desacetiladas da quitosana. Por fim, o quarto estagio
ocorre entre 440° e 500 =C e esta associado a degradacdo dos residuos de polietileno do PVA.
Assim, corroborando com o presente estudo pelo nimero de estagios de perdas e aproximando-
se dos mtervalos de temperatura correspondentes a cada perda.

Também, observando os picos de perda de massa, Sanchez-Gonzalez et al. (2010),
obtiveram, para filmes de quitosana com oOleo essencial de bergamota, um pico de perda de
massa elevado no intervalo de temperatura entre 300° e 350°C, e associam essa perda aos
componentes volatels do oleo essencial como monoterpenos e sesquiterpenos da matriz

polimérica.

5.6.4 Grau de intumescimento

Este ensaio foi realizado no intuito de investigar o comportamento do material durante
a imersao e permanéncia em solucdo aquosa simulando o meio interno do organismo. A Figura
31 apresenta os resultados do grau de intumescimento para as membranas de quitosana (Q),
quitosana com OEO a 4% (QOEO), membranas de quitosana com OET a 4% (QOET), e

membranas de quitosana com OE de orégano e tomilho a 8% (QOEOT).
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Figura 31. Grau de Intumescimento das membranas de quitosana e quitosana com os OEs
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Legenda: Q- Quitosana; QOEO- Quitosana e 6leo essencial de orégano; QOET- Quitosana e 6leo essencial de
tomilho; QOEOT- Quitosana e 0leo essencial de orégano e tomilho
Fonte: Dados da pesquisa (2023)

Os resultados apresentados no grafico expdem um menor grau de intumescimento para
as membranas contendo os dois Oleos essenciais e, portanto, as maiores concentragdes. No
entanto, € possivel observar uma alta capacidade de intumescimento das membranas, de forma
geral, ultrapassando uma taxa de 2200 % de intumescimento.

Nesse sentido, Tomaz (2018) confeccionou membranas de quitosana icorporadas com
naftoquinona por liofilizagao e observou que a maioria das membranas apresentou um grau de
intumescimento de 1700% e concluiu que as membranas apresentam elevada capacidade de
absor¢ao.

Lucena (2020), afirma que a hidrofilicidade do seu material pode ser atribuida aos
grupos polares presentes no material, assim corrobora com o resultado do presente estudo, uma
vez que, as membranas que apresentam menor quantidade de material hidrofobico (6leo
essencial), demonstram maior grau de intumescimento.

Ainda ¢ possivel ratificar esse resultado pelo potencial de solubilidade, pois, de acordo
com Bona (2017), o indice de intumescimento esta diretamente relacionado a solubilidade em
agua, portanto as membranas com maior quantidade de OE apresentaram menor grau de

mntumescimento.
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5.6.5 Biodegradaciao Enzimatica

O objetivo do ensaio de Biodegradacao Enzimatica é simular a biodegradagao do
biomaterial em meios biologicos e por isso, utilizou-se do meio PBS como grupo controle e
Lisozima/ PBS como grupo experimental.

A Tabela 9 1lustra a degradacao das membranas de quitosana, com OE de orégano a 4%,
membranas de quitosana com OE de tomilho a 4%, e membranas de quitosana com OE de

orégano e tomilho 8%.

Tabela 9. Perda de massa percentual das membranas de quitosana e quitosana com os OEs

Perda de massa das membranas 1,7 e 14 dias

Membranas PBS LISOZIMA/PBS
1 dia 7 dias 14 dias 1 dia 7 dias 14 dias
Q 2,04 10,08 18,00 4,00 12,04 21,00
QOEO 4% 5,51 11,09 21,91 8,68 15,50 27,75
QOET 4% 4,79 12,41 2321 11,15 17,42 30,44

QOEOT 8% 10,44 20,05 37,04 12,92 28,29 42,79

Legenda: Q- Quitosana; QOEO- Quitosana e éleo essencial de orégano; QOET- Quitosana e 6leo essencial de
tomilho; QOEOT- Quitosana e oleo essencial de orégano e tomilho
Fonte: Dados da pesquisa (2023)

Verifica-se que, tanto para as membranas imersas em PBS, quanto para as imersas em
solucdo lisozima/PBS, houve uma perda de massa crescente com o passar dos dias. E em relagao
a solugao na qual as membranas foram submersas é possivel perceber que as membranas
submersas em lisozima/PBS apresentaram uma perda de massa levemente superior. Ainda, €
possivel identificar que as membranas contendo os dois 6leos perderam mais massa em relacao
aquelas que continham apenas um dos 6leos. E as membranas de tomilho apresentaram uma
perda de massa um tanto superior em relagao as membranas de orégano.

Dessa forma, corrobora com o resultado, Ceylan (2021), que em seu estudo obteve que
a degradacao das membranas aumenta com o aumento do tempo de incubacao até o 9° dia.
Como também, corrobora com Lucena (2020) que confeccionou tubos de quitosana e obteve
que em todas as amostras a degradacao foi mais acentuada sob a a¢ao da lisozima.

Ja Habiba et al. (2019) em seu estudo confeccionou membranas de nanofibra de

quitosana/alcool polivinilico/T102 fabricados por eletrofiacao, e observaram que a membrana
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permaneceu estavel e inalterada em sua forma em agua destilada até 162 h, sendo observada
uma perda de 12,5% apenas as 258h. Ja, em meio acido, a membrana ficou estavel até 93h, e
entao foi iniciada a degradacao com perda de peso de 80% em 258 h. No presente estudo as
membranas apresentaram perda de massa no intervalo de 24h.

Por fim, deve-se considerar que a degradacao de biopolimeros ¢ uma propriedade
dependente da estrutura fisica e quimica do polimero (morfologia, grau de reticulagao, pureza,
porosidade, resisténcia mecanica e térmica, peso molecular), como também pela influéncia de
outros fatores como o pH, a temperatura, umidade, presenca ou auséncia de oxigénio, que
influenciam também no potencial de acao da atividade enzimatica (KUMAR; MAITI, 2016;
BALAIl et al., 2017).

5.6.6 Atividade antibacteriana das membranas de quitosana e membranas de quitosana

incorporadas com oleo essencial de orégano e dleo essencial de tomilho

O teste da atividade antibacteriana foi realizado com as membranas de quitosana e
quitosana com Oleo essencial (tomilho e/ou orégano) incorporadas contra cepas da bactéria
Kiebisiella pneumoniae, pela metodologia de difusao em agar por disco e pogo.

A Tabela 10 1lustra as medidas dos halos tipicos de inibi¢cao do crescimento bacteriano
produzidos pela a¢ao das membranas de quitosana, quitosana com OE de orégano ou tomilho a

4%, e membranas de quitosana com OE de orégano e tomilho 8%.

Tabela 10. Atividade antibacteriana das membranas de quitosana e membranas de quitosana
incorporadas com oleo essencial de orégano e oleo essencial de tomilho

Membranas HI- 24h
Q 14mm
QOEO 4% 14mm
QOET 4% 16mm
QOEOT 8% 14mm

Legenda: HI- Halo de inibi¢io; Q- Quitosana; QOEO- Quitosana e 6leo essencial de orégano; QOET- Quitosana
e 6leo essencial de tomilho; QOEOT- Quitosana e 6leo essencial de orégano e tomilho
Fonte: Dados da pesquisa (2023)

De acordo com o resultado do teste antibacteriano com cepas de K. pneunioniae pode-
se observar que tanto a quitosana pura, quanto a quitosana incorporada com 0Oleos essenciais

apresentam atividade antibacteriana.
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A K. pneumoniae fo1 considerada mais sensivel a membrana incorporada com oleo
essencial de tomilho. Esse microbio ¢ um Dbacilo Gram-negativo, da familia
Enterobacteriaceae, que pode ser encontrado colonizando a orofaringe e fezes de pessoas
sadias, ou como um oportunista no organismo de pessoas imunocomprometidas, levando aos
quadros de infeccao (SEIBERT er al., 2014). E, no presente estudo, todas as membranas
apresentaram atividade sobre essa cepa corroborando com o estudo de Deineka ef al., (2021)
que observaram que a formulacao de quitosa aerogel foi mais eficaz contra bactérias gram-
negativas do que sobre bactérias gram-positivas.

Ja, Koosehgol et al. (2017), desenvolveram filmes de quitosana com fumarato de
polietileno glicol (PEGF), e timol, e, em seguida, avaliaram a acao antibacteriana, observando
uma consideravel atividade contra bactérias gram-negativas e gram-positivas. Ainda, notaram
que a medida que a concentracao de timol aumentava, maior era a atividade antibacteriana.
Entao, relacionaram essa atividade com a liberagao lenta de algumas quantidades de timol que
esta fisicamente preso entre cadeias reticuladas de quitosana e PEGF.

Considerando as observacoes de Altiok ef al. (2010), o presente estudo e os estudos
acima relatados utilizam um ambiente 1deal quanto a composi¢ao do meio, pH e temperatura
para o crescimento de microorganismos e realizacao dos testes antimicrobianos. Dessa forma,
representando, possivelmente, um cenario com maior nimero de microorganismos que o
encontrado em LPPs infectadas. Assim sendo, pode-se esperar uma maior atividade

antimicrobiana das membranas em casos de LLPs infectadas.
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6 CONCLUSOES

A partir da metodologia proposta e realizada, por meio de uma comparacao, até o presente

momento, € possivel concluir que:

Os compostos majoritarios dos oleos essenciais foram: o carvacrol, para o OE de
orégano, e o para-cimeno e timol, para o OE de tomilho;

Os oleos essenciais de orégano e de tomilho apresentaram forte atividade
antimicrobiana sobre cepas de K. pneumoniae;

Os 0Oleos essenciais de orégano e de tomilho apresentaram atividade bactericida sobre a
maioria das cepas de K. pneumoniae;

O oleo essencial de orégano, o 6leo essencial de tomilho, e o digluconato de clorexidina
0,12% nao conseguiram inibir a formacao de biofilme nas proporgoes testadas;

Com relagao a associacao do uso de antibioticos ja comercializados com o oleo de
orégano, foi possivel identificar maior efeito sinérgico quando associado a ampicilina.
Enquanto o o6leo de tomilho apresentou maior efeito sinérgico quando associado a
gentamicina;

Para producao das membranas a quitosana mais adequada ao objetivo foi a de médio
peso, seguindo a metodologia de liofilizagao, portanto resultando na producao de
membranas porosas;

E voltando-se para a etapa de neutralizagdo, para garantir melhor estrutura da
membrana, a metodologia mais adequada é por meio gasoso com hidroxido de amonio
(NH4OH).

Pela Microscopia oOtica foi possivel perceber que as membranas de quitosana
apresentaram aspecto homogéneo o que indica uma incorpora¢ao bem sucedida dos
6leos na matriz de quitosana. E estrutura continua, portanto, nao apresentou rupturas
apos secagem.

Os espectros (FTIR) indicaram que a incorporag¢ao dos OEs de orégano e tomilho nas
membranas de quitosana foi bem sucedida.

As membranas apresentam alta capacidade de intumescimento e biodegradacao
adequada para a aplicacao como curativos.

As membranas apresentam capacidade de inibicao do crescimento da bactéria

Klebisiella pneumoniae.
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Dessa forma, € possivel observar que os oleos essenciais de orégano e tomilho apresentam
acao antimicrobiana sobre as cepas de Klebsiella pneumoniae. E, quando incorporados em
membranas de quitosana, representam uma promissora modalidade terapéutica para futuro

tratamento de lesdes por pressao.
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7 PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS

e Realizar a analise da composi¢ao quimica das membranas de quitosana incorporadas
com os OEs por meio de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG-EM);

e Analisar a citotoxicidade das membranas de quitosana incorporadas com os OEs;

e Estudara permeabilidade a vapor d"agua das membranas de quitosana incorporadas com
OEs;

e Realizar o ensaio de liberacdo controlada dos OEs, a fim de verificar a
cinética e o tempo de liberagao;

e Fazer estudos pré-clinicos e posteriormente clinicos, com estudo experimental em

modelo animal;
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Abstract

Bacteria may be the initial cause of certain pathologes as well as a secondary agent responsible for the development
of complicanons such as pressure ulcer infections. Pressure ulcers are a persistent health problem, especially in
immunocompromised patients, and associated with infection by opportunistic microorgani with robial
resistance, such as Klebsiella pneumonioe, highlight the need for the development of new antimicrobial approaches.
Thus, the aim of this study was o evaluate the anubacterial and anti-adherent activity of Origanum vulgare L
(oregano) essential oil against Klebsiella pneumoniae strains, as weil as the effect of its association with synthetic
antimicrobials. To this end, the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration
{MBC) analyses were performed on microdilution plates. The assay of the Minimum Inhibitory Adherence
Concentration { MIAC), with test tubes. As well as, the association study through the infusion disc method containing
ampicillin { AMP), gentamicin (GEN), ciprofloxacin (CIf') and ceftriaxone (CEF). Therefore, it was possible to obtain
that the essential oil of oregano presents antimicrobial and bactericidal activity, with MIC ranging between
128pgfmlL and 256 pg/ml and MBC between 256 pg/mL and 512 pgfml, on the tested K. pneumonige strains.




