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RESUMO

INTRODUCAO: As InfeccBes do Sitio Cirlirgico sdo consideradas um problema
recorrente nas intervengdes cirdrgicas. Géis in situ com liberagdo de
antimicrobianos podem contribuir para minimizar o problema. OBJETIVO:
Desenvolver, realizar caracterizacbes morfologicas e fisico-quimicas e avaliar a
atividade antimicrobiana de géis in situ de Poloxamer (P407) e Quitosana (Q)
carreados com 6leo essencial de Lippia sidoides Cham. (OELS). METODOLOGIA:
O OELS foi submetido a cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de
massa (CG-EM). A concentracao inibitéria minima (CIM) do OELS frente as cepas
de Staphylococcus aureus (ATCC 15656), Escherichia coli (ATCC 25922) e
Candida albicans (ATCC 76485) foi determinada. Foram confeccionados géis in situ
carreados com OELS nas concentracdes de 1%, 0,5% e 0,25% com e sem a adi¢cao
da Q. Géis formulados sem OELS e Solucéo salina 0,9% foram controles negativos.
Clorexidina 0,12% e nistatina foram controles positivos. Os géis foram submetidos
a espectroscopia no infravermelho por transformada de fourier (FTIR), analise do
tamanho, indice de polidispersdo (PDI), potencial zeta (PZ), avaliagdo das
propriedades de transicdo Sol-Gel (Tsol-gel), analises reoldgicas, estudo de
estabilidade por 30 dias e atividade antimicrobiana. RESULTADQOS: O timol
(57,85%) foi o componente marjoritario encontrado no OELS. O OELS apresentou
CIM de 256, 128 e 128 pg/mL contra as cepas de S. aureus, E. coli e C. albicans
respectivamente. O FTIR comprovou a incorporacao do OELS aos géis. O tamanho
médio das particulas e os valores de PDI aumentaram na presenca da Q. Apenas
as formulacbes com Q apresentaram valores de PZ positivos. Os géis
apresentaram as temperaturas (Tsol-gel) entre 20 £ 1 °C a 28 £ 1 °C, com tempos
(Tsol-gel) a 37 °C variando entre 18.76 + 1.24 s a 46.46 £ 8.89 s. De acordo com
as analises reoldgicas, 0s géis in situ possuem comportamento pseudoplastico,
mostraram-se estaveis termicamente na faixa de temperatura analisada (25-40 °C).
Os géis apresentaram-se estaveis no periodo de 30 dias. O gel contendo o OELS
apresentou CIM de 5 pg/mL frente as cepas testadas. CONCLUSAO: Os géis in
situ de P407+Q carreados com OELS apresentaram caracteristicas estaveis, com

acao antimicrobiana promissora para aplicagdo em mucosa bucal.

Palavras chaves: Infeccdo da Ferida Cirtrgica; Oleo Essencial; Poloxamero;
Quitosana; Testes de Sensibilidade Microbiana.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Surgical Site Infections are considered a recurrent problem in
surgical interventions. In situ gels with antimicrobial release can contribute to
minimize the problem. OBJECTIVE: To develop, carry out morphological and
physicochemical characterizations and evaluate the antimicrobial activity of in situ
gels of Poloxamer (P407) and Chitosan (Q) loaded with essential oil of Lippia
sidoides Cham. (OELS). METHODOLOGY: The OELS was characterized by gas
chromatography coupled to mass spectroscopy (GC-MS). The minimum inhibitory
concentration (MIC) of OELS against Staphylococcus aureus (ATCC 15656),
Escherichia coli (ATCC 25922) and Candida albicans (ATCC 76485) strains was
determined. In situ gels loaded with OELS at concentrations of 1%, 0.5% and 0.25%
were made with and without the addition of Q. Gels formulated without OELS and
saline solution 0.9% were negative controls. Chlorhexidine 0.12% and Nystatin were
positive controls. The gels were characterized by fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR), size analysis, polydispersion index (PDI), zeta potential (PZ),
evaluation of Sol-Gel transition properties (Tsol-gel), rheological analysis, stability
study for 30 days and antimicrobial activity. RESULTS: Thymol (57.85%) was the
major component found in OELS. The OELS showed MIC of 256, 128 and 128
pg/mL against strains of S. aureus, E. coli and C. albicans, respectively. FTIR
confirmed the incorporation of OELS to the gels. Mean particle size and PDI values
increased in the presence of Q. Only formulations with Q showed positive PZ values.
The gels showed temperatures (Tsol-gel) between 20 £ 1 °C to 28 + 1 °C, with times
(Tsol-gel) at 37 °C ranging from 18.76 + 1.24 s to 46.46 + 8.89 s. According to the
rheological analyses, the in situ gels present a pseudoplastic behavior, they are
thermally stable in the residual temperature range (25-40 °C). The gels were stable
within 30 days. The gel containing the OELS showed a MIC of 5 pg/mL against the
symptom strains. CONCLUSION: The P407+Q in situ gels loaded with OELS
showed stable characteristics, with promising antimicrobial action for application in

the oral mucosa.

Keywords: Surgical Wound Infection; Oleo Volatil; Poloxamer; Chitosan; Microbial
Sensitivity Tests.
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1. INTRODUCAO

As Infeccbes do Sitio Cirdrgico (ISCs) consistem em complicacdes pos-
operatorias e estdo entre as mais comuns infec¢cdes associadas aos cuidados de
saude, podendo corresponder entre 160.000 a 300.000 casos a cada ano. As
intervengdes cirdrgicas em mucosa bucal sdo ainda mais vulneraveis a infecgoes,
ocorrendo em 2 a 12% das cirurgias (BARLEAN et al., 2019; COSTA et al., 2019;
SAHTOE et al., 2021).

O diagnéstico € realizado pela presenca dos sinais de inflamacdo e de
secrecdo purulenta nas areas da incisao cirargica ou préximas a elas dentro de 30
dias apos a intervencdo (CHUA et al.,, 2022). A resisténcia microbiana e as
comorbidades dos pacientes tornam o tratamento desse processo infeccioso um
desafio (SYUKRI et al., 2020).

Os microrganismos mais comumente isolados de ISCs séo Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Klebsiella spp., Staphylococcus coagulase negativa,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus spp., Enterococcus spp., Citrobacter spp.,
Acinetobacter spp. e Staphylococcus epidermidis e Candida albicans (OWENS;
STOESSEL, 2008; SENGUPTA et al., 2014; COSTA et al., 2019).

O acumulo de biofilme microbiano esta entre as principais causas das ISCs
em intervencgdes cirargicas bucomaxilofaciais (AMORA-SILVA et al., 2019). Fluidos
ricos em proteinas envolvem a superficie do fio de sutura logo ap6s o procedimento
cirrgico e proporcionam um sitio ideal para a colonizagcdo por microrganismos.
Além disso, o controle mecanico do biofilme é prejudicado pela dor e desconforto
pos-operatorio (MOHAN et al., 2019; CHYE et al., 2019; KARDE et al., 2019).

Com a finalidade de prevenir e tratar as ISCs, foram incorporados agentes
antimicrobianos aos fios de sutura ou em formulag8es tdpicas, como, por exemplo,
os fios de sutura revestidos com triclosan e os antissépticos orais com digluconato
de clorexidina respectivamente (TUMMALAPALLI et al., 2016; KARDE et al., 2019;
COSOLA et al., 2019).

No entanto, existe uma preocupacdo quanto aos problemas de seguranca
bioldgica relacionados ao uso do triclosan, além de j& apresentar resisténcia

bacteriana devido ao uso indiscriminado em diversos produtos de higiene
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(YAZDANKHAH et al., 2006; COONEY, 2010; SEYDIBEYOGLU; AYSE, 2020;
SYUKRI et al., 2020). Do mesmo modo, a clorexidina € o antimicrobiano padrao
ouro para os cuidados domiciliares ap0s cirurgia bucal, por ser seguro e eficiente
na reducdo da carga microbiana, todavia o seu uso prolongado pode acarretar
varios efeitos adversos (GROPPO et al., 2002; FARIA et al., 2011; COSOLA et al.,
2019).

Por esses fatores, ha um interesse no desenvolvimento de terapias
alternativas. Os Oleos essenciais (OESs) sdo fontes ricas de emergentes terapias
antimicrobianas e de combate a resisténcia microbiana. A natureza hidrofébica e a
combinacédo de compostos presente na composicdo quimica dos OEs diminuem o
risco de resisténcia microbiana, devido aos diversos mecanismos de acao (NI et
al., 2021; SILVA et al., 2021).

Lippia sidoides Cham., popularmente conhecida como “Alecrim-pimenta”, é
um arbusto aromatico nativo do semiérido do Nordeste brasileiro e norte do estado
de Minas Gerais (COSTA et al., 2007; MORAIS et al., 2016). O 6leo essencial de
Lippia sidoides Cham. (OELS) contém o timol e o carvacrol como seus compostos
majoritarios e apresenta atividades biolégicas antibacterianas, antifungicas,
antioxidante, anestésica local e anti-inflamatérias (VERAS et al., 2017; BALDIM et
al., 2019). Pesquisas ja observaram a atividade antimicrobiana do OELS contra S.
aureus, E. coli e C. albicans (BRITO et al., 2015; VERAS et al., 2017).

Um estudo in vivo avaliou o grau de toxicidade aguda e subcronica do 6leo
essencial de Lippia sidoides Cham. Para a andlise de toxicidade aguda em
camundongos, foram administradas doses entre 100 e 300 mg/kg do éleo essencial
via oral. Foi concluido que ndo houve alterac6es de comportamento em nenhuma
das doses administradas, desprovido de toxicidade aparente calculada entre
110.61-125.29 mg/kg. Para a andlise da toxicidade subcrénica em ratos wistar,
houve a administracdo oral por 30 dias de OELS (117,95 mg/kg/dia). N&o foram
observadas alteracdes histopatolégicas, hematologicas ou bioguimicas séricas
significativas (FONTENELLE et al., 2007).

A permanéncia de formulagdes em mucosa bucal é restrita devido aos
movimentos para a fala, degluticdo e a acdo de limpeza da saliva. Os géis in

situ sdo sistemas de liberagdo de farmacos que, uma vez em contato com a
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temperatura corporal, sofrem transicdo de solucéo para gel. Formulacbes em géis
in situ mucoadesivos de Popoxamer 407 (P407) e Quitosana (Q) podem ser
vantajosas, pois prolongaram o tempo de permanéncia na mucosa, melhoraram a
adesdo ao tratamento e o conforto do paciente (UR-REHMAN; TAVELIN;
GROBNER, 2011; CHAUDHARY; VERMA, 2014; BANSAL et al., 2018; COELHO
JUNIOR et al., 2021).

O objetivo do presente trabalho consiste no desenvolvimento, na realizacao
de caracterizacdes morfolégicas e fisico-quimicas e na avaliagcdo da atividade
antimicrobiana de géis in situ de P407 e Quitosana carreados com OELS para

liberacdo controlada em mucosa bucal.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Infeccéo do Sitio Cirargico

As infec¢des associadas aos cuidados de saude sdo infecgdes adquiridas
pelos pacientes durante sua permanéncia nos locais onde sdo prestados 0s
servicos de saude, como o0s hospitais, ambulatorios, clinicas, atendimento
domiciliar, entre outros. Até o presente, € um grande problema em todo 0 mundo,
e as Infec¢Bes do Sitio Cirargico (ISCs) sdo as mais comuns (BARLEAN et al.,
2019; KOLASINSKI, 2019).

O termo ISCs foi introduzido pelo Centro de Controle e Prevencdo de
Doencgas dos Estados Unidos em 1992 e substituiu o termo “infecgao de ferida
operatdria”. As ISCs possuem uma incidéncia estimada em 2 a 11% para todas as
intervengdes cirargicas, podendo corresponder entre 160.000 a 300.000 ISCs a
cada ano (GARNER; ANDERSON, 2016; KOLASINSKI, 2019; SAHTOE et al.,
2021).

Clinicamente a infeccdo é diagnosticada pela presenca dos sinais de
inflamacdo como dor, aumento da temperatura local, edema e eritema na area
afetada, e pela producdo de secrecéo purulenta. Dessa forma, o paciente pode
necessitar de novas intervengcbes. Como consequéncia, as ISCs impactam no
aumento substancial dos custos dos tratamentos, prolongam a internacao
hospitalar e aumentam a morbidade e mortalidade. Além disso, podem causar
cicatrizes desfigurantes, que sédo capazes de afetar a qualidade de vida do individuo
(BARLEAN et al., 2019; KOLASINSKI, 2019; CHUA et al., 2022).

As ISCs acometem as areas da incisdo ou proximas a elas e/ou tecidos e
orgaos subjacentes dentro de 30 dias apés a intervencéo, ou dentro de um ano,
caso haja implante de prétese. A resisténcia microbiana e as comorbidades dos
pacientes tornam o tratamento um desafio (SYUKRI et al., 2020; CHUA et al.,
2022).

Diversos séo os fatores de risco relacionados as ISCs, no que se refere ao
paciente. Publicacbes cientificas citam: idade avancada, diabetes, tabagismo,
infeccdo pré-existente e contaminacdo por Staphylococcus aureus e outros
patdogenos (OWENS; STOESSEL 2008; SYUKRI et al., 2020; CHUA et al., 2022).
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Um estudo com o objetivo de identificar os fatores de risco para infeccoes pos-
operatorias, observou que, em geral as ISCs estdo relacionadas a fatores
pertinentes ao paciente e ndo ao procedimento (DOMINIONI et al., 2006), ainda
assim, a qualidade da técnica cirargica, duracdo da operacdo, preparo pré-
operatorio da pele e esterilizacdo inadequada dos instrumentos cirargicos sao
fatores que podem ser apontados (OWENS; STOESSEL, 2008; CHUA et al., 2022).

As particularidades anatdomicas da cavidade bucal sdo responsaveis pelas
diferencas entre as lesdes orais e as de outras partes do corpo humano em termos
de propensao a ocorréncia de ISC. As infec¢des de lesBes em cirurgia bucal podem
variar de 2 a 12%. Apesar da cicatrizacdo bucal das lesdes cirlrgicas seguirem 0s
principios gerais conhecidos da cicatrizacdo, existem algumas peculiaridades
(COSTA NETO et al., 2015; BARTELLA et al., 2018; DRAGOVIC et al., 2020).

No que diz respeito a ISC, as intervencdes cirdrgicas bucomaxilofaciais
ocorrem em um ambiente de fato semi-contaminado, a mucosa bucal € colonizada
por uma densa populacdo bacteriana que, acrescido com detritos alimentares,
formam biofilme e facilitam a infeccado da lesédo. Além disso, as lesdes orais nao
podem ser facilmente imobilizadas devido as funcdes dos tecidos orais como a
mastigacéo, a fonacédo e a degluticdo, que sdo essenciais para o bem-estar do
paciente (LOVATO; WAGNER, 2009; BARTELLA et al., 2018; DRAGOVIC et al.,
2020).

O acumulo de biofilme microbiano € um dos principais agravos nos cuidados
apos procedimentos cirdrgicos bucomaxilofaciais. Segundo o Center for Disease
Control and Prevention (CDC) EUA aproximadamente 65% de todas as infec¢cbes
bacterianas em humanos s&o causadas por biofiimes (AMORA-SILVA et al., 2019).

O biofilme consiste no agrupamento de células bacterianas com um alto grau
de organizacdo, unidas em uma estrutura multicelular e funcional, circundadas
externamente por uma matriz polimérica, de exopolissacarideos (EPS),
confeccionada pelas proprias bactérias, com poder de adesédo a superficies vivas
e inertes. Esse biofilme aderido confere resisténcia aos microrganismos e é
composto por dois tipos celulares: as células sésseis, que se encontram unidas em

adesdo as superficies e as células planctdnicas, encontradas livres no meio, em
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dispersdo, e sao as responsaveis pela formacdo de novos focos de biofilmes
(MAUNDERS; WELCH, 2017).

Os microrganismos mais comumente isolados de ISCs sédo Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Klebsiella spp., Staphylococcus coagulase negativa,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus spp., Enterococcus spp., Citrobacter spp.,
Acinetobacter spp. e Staphylococcus epidermidis. As superficies dos dentes e
mucosas, a propria ferida cirirgica e as suturas sédo os locais onde podem ocorrer
0 acumulo de biofilme microbiano na cavidade bucal. Em geral, os patégenos
presentes nos biofilmes responsaveis pelas ISCs sdo da microbiota enddgena do
paciente e sdo sujeitos ao procedimento e a localizacdo (OWENS; STOESSEL,
2008; SENGUPTA et al., 2014).

O acumulo de biofilme em superficies acrilicas de proteses dentarias
também torna o sitio cirargico suscetivel a infec¢des fungicas. Candida albicans é
o principal patégeno envolvido nas infecgfes fangicas orais por obter capacidade
de colonizar superficies bibticas, abibticas, e invadir o epitélio da mucosa, com
potenciais complicacbes sistémicas principalmente em pacientes
imunocomprometidos (BERTOLINI; DONGARI-BAGTZOGLOU, 2019; COSTA et
al., 2019).

As suturas objetivam unir os tecidos incisados e favorecer o processo de
cicatrizacao da ferida cirtrgica, ao mesmo tempo que representam um fator de risco
para as ISCs. Logo ap0s a sutura em mucosa bucal, os fluidos ricos em proteinas
envolvem a superficie do fio de sutura e proporcionam um ambiente ideal para a
colonizac&o por microrganismos. Além disso, o fio de sutura permanece em média
por 7 dias no local, periodo em que o controle do biofilme é prejudicado pela dor e
desconforto pos-operatdrio, formando assim um foco de infec¢des (SCAFFARO et
al., 2012; MOHAN et al., 2019; CHYE et al., 2019; KARDE et al., 2019).

Buscando promover o controle do acumulo de biofilme principalmente na
superficie do fio de sutura e prevenir as ISCs, foram incorporados agentes
antimicrobianos aos fios de sutura ou em formulacdes administradas pelos
pacientes em casa. Porém, até o0 momento, o Unico fio no mercado com acgéo

antimicrobiana é o Vicryl Plus ®, um fio de polilactato 910 revestido com triclosan
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aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) nos EUA em 2002
(TUMMALAPALLI et al., 2016; KARDE et al., 2019).

Contudo, ja existe resisténcia bacteriana devido ao uso indiscriminado do
triclosan em diversos produtos de higiene, como em cremes dentais, sabonetes e
enxaguatorios bucais. Além disso, foram verificados problemas de seguranca,
como efeitos adversos toxicos graves gerados pelo seu metabolismo, afetando
negativamente as funcdes imunoldgicas e a reproducéao celular, Ademais, ha uma
frequente associagdo do uso do triclosan como um fator cancerigeno e poluente
ambiental (YAZDANKHAH et al., 2006; COONEY, 2010; SEYDIBEYOGLU; AYSE,
2020; SYUKRI et al., 2020).

O uso de antissépticos para o controle da formacdo do biofilme sob o
material de sutura é um protocolo ja consagrado na odontologia. Atualmente, a
clorexidina ainda € o antimicrobiano padrdo ouro para os cuidados domiciliares
apos cirurgia bucal, por ser seguro e eficiente na reducado da carga microbiana.
Ainda assim, sabe-se que 0 seu uso prolongado pode acarretar alguns efeitos
adversos, como manchamento dental, descamacdo da mucosa bucal,
descoloracédo da lingua, disgeusia e aumento da glandula paroétida (GROPPO et
al., 2002; FARIA et al., 2011; COSOLA et al., 2019).

Por esses fatores, pesquisas estdo se concentrando em outras opgoes
terapéuticas, incluindo o uso de produtos naturais, como os 6leos essenciais com

potenciais antimicrobianos.

2.2 Oleos essenciais

Os produtos naturais (NPs) constituem uma grande diversidade de
entidades quimicas com uma gama de atividades biolégicas que dispdem de
multiplas aplicagbes em saude. O termo “NPs” é comumente empreguado para se
referir aos metabdlitos secundarios ou compostos isolados de origem vegetal,
animal, mineral, microbiana, entre outros (KATZ; BALTZ, 2016; PHILIP;
LEISHMAN; WALSH, 2019).

Conforme registros fosseis, o uso de plantas por humanos para tratar
doencas pode ser verificado ha pelo menos 60.000 anos. A Organizacao Mundial
da Saude (OMS) listou um total de 21.000 plantas que séo largamente utilizadas
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em todo o mundo com efeitos medicinais e as aponta como sendo a melhor fonte
para a obtencédo de compostos com potencial terapéutico (OMS, 2002; YUAN et al.,
2016; ANAND et al., 2019).

Ao se defenderem de patdégenos, como bactérias, fungos e leveduras, as
plantas produzem uma variedade de metabolitos secundarios que sdo encontrados
em suas partes como em sementes, cascas, caule, folhas, flores, frutos e raizes.
Alguns metabdlitos secundarios como os taninos, alcaldides, acidos fendlicos,
terpendides, flavondides, saponinas, entre outros, portam atividades
antimicrobianas promissoras (DAS; SATYAPRAKASH, 2018; MANANDHAR,;
LUITEL; DAHAL, 2019).

Dentre os PNs derivados de plantas, os 6leos essenciais (OEs) sao fontes
ricas de emergentes terapias antimicrobianas e combate a resisténcia microbiana.
Os OEs sao compostos concentrados, liquidos, de estrutura complexa, aromaticos,
lipossolaveis e também sdo denominados como O6leos volateis, etéreos ou
essenciais. Seus constituintes sdo moléculas organicas produzidas pelo
mecanismo de defesa das plantas contra predadores, microrganismos ou
alteracdes climaticas (BAKKALI et al., 2008; FREIRES et al., 2015).

Mais de 3.000 variedades de OEs foram identificados, dos quais mais de 300
sdo de interesse das industrias alimenticia, agrondbmica, cosmética e farmacéutica.
Suas composi¢cbes podem variar em qualidade, quantidade e na fracdo dos
compostos e isso depende de fatores como localizacdo geogréfica, variacao
sazonal, clima, 6rgao vegetal, ano de cultivo, subespécie e método de extracao do
6leo (BILIA et al., 2014; GARCIA-SALINAS et al., 2018).

Em geral, os OEs séo obtidos como resultado de hidrodestilacao, destilacao
a vapor, hidrodifusdo ou por extracdo com solvente de partes da planta como
folhas, caules, flores, frutos, cascas e raizes. Os OEs séao formados por uma
mistura variavel que consiste principalmente de terpenos, em especial
monoterpenos e sesquiterpenos; terpendides, como 0S compostos oxigenados
como fendis, alcoois, aldeidos, cetonas ou éteres; e compostos aromaticos.
Ademais podem conter outros compostos, como acidos graxos, oxidos e derivados
de enxofre (TONGNUANCHAN, BENJAKUL, 2014; STRINGARO; COLONE;
ANGIOLELLA, 2018; MAN et al., 2019).
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Os OEs podem conter mais de 60 componentes e até mais de 100
substancias isoladas, em concentracdes bastante variadas, essa caracteristica
influi diretamente nas atividades biol6gicas do Oleo. Em geral, dois ou trés
componentes sao majoritarios e estdo em maiores teores, entre 20 a 70%,
enquanto 0s outros componentes estdo presentes em baixas concentracdes.
Estudos apontam que cerca de 60% desses compostos possuem atividades
antifangicas e 35% atividades antibacterianas (SANTOS et al., 2010; STRINGARO,;
COLONE; ANGIOLELLA, 2018).

Apesar de a atividade antimicrobiana dos OEs ser atribuida apenas a
determinados compostos especificos, como, por exemplo, carvacrol, timol e
naringenina, alguns desses compostos isolados apresentam atividade fraca e
espectro de acdo limitado quando comparado aos OEs. Indicando haver sinergismo
de acdo quando todos esses compostos agem juntos (BARRETO et al., 2014;
GIRARD; BEE, 2020).

Estudos apontam que os OEs inibem o crescimento microbiano afetando
a bicamada fosfolipidica e 0 mecanismo enziméatico de producdo e metabolismo de
energia, danificando a estrutura e a funcdo da membrana celular bacteriana. Dessa
forma, a natureza hidrofébica e a composicao quimica dos OEs diminuem o risco
de resisténcia microbiana, dado a diversidade de mecanismos de acdo que
abrangem uma combinacao de compostos (NI et al., 2021; SILVA et al., 2021).

2.3 Oleo essencial de Lippia sidoides Cham. como antimicrobiano bucal

Dentre os OEs com atividade antimicrobiana, pode-se destacar o 6leo
essencial de Lippia sidoides Cham. (OELS). Lippia é o segundo maior género entre
os 100 pertencentes a familia Verbenaceae, e possui aproximadamente 200
especies. Inclui diversas espécies medicinais e aromaticas, que podem ser
encontradas na América Central, Africa tropical e América do Sul, onde cerca de
75% das espécies conhecidas estdo no Brasil (GOMES; NOGUEIRA; MORAES,
2011; O'LEARY et al., 2012; VERAS et al., 2014).

Lippia sidoides Cham., popularmente conhecida como “Alecrim-pimenta”, é
um arbusto aromatico, ereto, ramificado e quebradico que pode medir de 2 a 3

metros, nativo do semiarido do Nordeste brasileiro e norte do estado de Minas
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Gerais. E amplamente empregado na medicina popular como antisséptico, que, em
geral, € preparada por maceracao das folhas em alcool ou aplicada diretamente de
forma topica na pele, mucosas, boca e garganta (COSTA et al., 2007; MORAIS et
al., 2016).

A literatura apresenta um extenso acervo sobre as propriedades do OELS,
atividades biologicas antifungicas, antibacterianas, antioxidante, anestésica local e
anti-inflamatérias foram comprovadas cientificamente. Diante de todos os
beneficios, a Lippia sidoides Cham. foi incluida na Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Salde, a RENISUS, publicada em
2009 pelo Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos e no Formulario
de Fitoterapicos da Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2009%; BRASIL, 2009°;
BRASIL, 2011; BALDIM et al., 2019).

Um estudo in vivo avaliou o grau de toxicidade aguda e subcrdénica do 6leo
essencial de Lippia sidoides Cham. Para a analise de toxicidade aguda em
camundongos, foram administradas doses entre 100 e 300 mg/kg do éleo essencial
via oral. Foi concluido que ndo houve alteracdes de comportamento em nenhuma
das doses administradas, desprovido de toxicidade aparente calculada entre
110.61-125.29 mg/kg. Para a andlise da toxicidade subcrénica em ratos wistar,
houve a administragdo oral por 30 dias de OELS (117,95 mg/kg/dia). N&o foram
observadas alteracdes histopatolégicas, hematoldgicas ou bioguimicas séricas
significativas (FONTENELLE et al., 2007).

Formulacdes de produtos bucais (tabela 1) como espuma e creme dental
(NUNES et al., 2013; SILVEIRA, 2018), colutério (GIRAO et al., 2003; BOTELHO
et al., 2009; NUNES et al., 2013; RODRIGUES et al., 2013), limpador de prétese
(BARRETO et al., 2021), fio de sutura (LINDEN et al., 2018) e gel (BOTELHO et
al., 2007; RODRIGUES et al., 2009; SILVA et al., 2013) contendo OELS foram
desenvolvidas e avaliadas para o controle de biofilme microbiano em

concentragdes que variaram de 0,5 a 20%.
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Tabela 1. Estudos que desenvolveram formulag¢des orais contendo 6leo essencial de Lippia

sidoides Cham.

ESTUDO FORMULACAO TIPO DE ESTUDO APLICACAO
GIRAO et al. (2003) Colutério In vivo em modelo Controle de placa e gengivite
animal (c&es adultos)
BOTELHO et al. (2007) Gel In vivo em modelo Periodontite
animal (camundongos)
BOTELHO et al. (2009) Colutoério In vivo em humanos Controle de placa e gengivite
RODRIGUES et al. (2009) Gel In vivo em humanos Controle de placa e gengivite
NUNES et al. (2013) Creme dental e Invivo em humanos Controle de placa e gengivite
Colutorio
RODRIGUES et al. (2013) Colutorio In vivo em humanos Controle de placa e gengivite
SILVA et al. (2013) Gel In vivo em humanos Controle de placa e gengivite

LINDEN et al. (2018)

SILVEIRA (2018)

BARRETO et al. (2021)

Revestimento

para fio de sutura

Espuma dental

Limpador de

prétese

In vitro frente cepas de

S. aureus e E. coli.

In vivo em humanos

In vitro frente cepas de
C. albicans, S. aureus e

P. aeruginosa.

Antimicrobiano (Prevencao

de Infeccbes do  sitio
cirtrgico)

Antimicrobiano

(Prevencgéo e tratamento de

mucosite oral)

Antimicrobiano (Prevencéo e
tratamento de estomatite

protética)

Fonte: Autor, 2023.

Silveira (2018) avaliou em um ensaio clinico randomizado a atividade

antimicrobiana e a citotoxicidade de uma espuma contendo 6leo essencial de Lippia

sidoides Cham. 0,5% associado com Cymbopogon citratus e Citrus limon para

prevencéao e tratamento de mucosite oral em pacientes saudaveis. A formulacao de

espuma apresentou redugdo de bactérias em uma utilizacdo do produto por 01

minuto e o uso tépico foi citoldgico e clinicamente seguro.

Nunes et al. (2013) avaliaram um creme dental e um colutério a base do

extrato hidroalcodlico de Lippia sidoides Cham. como coadjuvante da higiene bucal

no controle do biofilme dentario em voluntarios humanos. Apés 28 dias de uso, 0s

resultados demonstraram que o creme dental e o colutorio foram eficientes como
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coadjuvante no controle do biofilme dentario, pois, reduziram de forma significativa
o indice de biofilme dentario e foram superiores aos grupos controles (creme dental

de uso diério e solucdo de cloreto de cetilpiridineo).

De modo semelhante, Botelho et al. (2009) testaram um colutério com OELS
1% em humanos e observaram uma reducéo significativa no indice de placa dental
apos 7 dias de uso. Porém, sensacdo de queimacao e alteracdo no paladar foram
relatados por participantes tratados. Ainda assim, estudos em humanos com
formulacdes contendo uma maior concentracdo do OELS (10%) (RODRIGUES et
al., 2009; RODRIGUES et al., 2013; SILVA et al., 2013) obtiveram boa aceitacao e
nenhum efeito adverso foi relatado.

Barreto et al. (2021) avaliaram in vitro a atividade de um limpador de prétese
contendo OELS frente as cepas C. albicans, S. aureus e P. aeruginosa e
encontraram acao antimicrobiana contra o0s patdégenos testados com
concentragdes inibitérias minimas de 19,53 pg/mL, 78,12 pg/mL e 625 pg/mL
respectivamente, bem como reduziu a atividade metabdlica do biofilme C. albicans
em até 97% em baixas concentracdes (195,3-390,6 pg/mL) e em curta duracao de

20 minutos.

Linden et al. (2018) cobriram com OELS um fio de sutura de Poliglactin 910
e observaram a atividade antibacteriana do fio pelo método de difusdo em &gar e
biofilme monoespécie. O fio de sutura com triclosan (Vycril® Plus) foi usado como
controle positivo. O valor de CIM do LSEO foi < 15 ug/mL para as cepas S. aureus
e E. coli. O fio coberto com OELS e o controle positivo apresentaram o mesmo
didametro de halos de 20mm frente a cepa S. aureus, ja contra E. coli, o fio teste e
o controle positivo obtiveram halos de 5 e 3mm respectivamente. Os fios

apresentaram efeito antiaderente bacteriano semelhantes.

Outro estudo avaliou um gel contendo OELS 0,5% usando um modelo
experimental de periodontite em camundongos (BOTELHO et al., 2007). O gel foi
aplicado 3 vezes ao dia por 11 dias e reduziu significativamente a perda 0ssea
alveolar. Os resultados demonstram o potencial efeito protetor do gel contra a
destruicdo do tecido periodontal. Esse efeito parece estar relacionado a atividade

antimicrobiana do OELS contra as bactérias periodontais. Nesse mesmo estudo,
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foi testado um gel de L. sidoides 0,5% e Myracrodruon urundeuva 5%, essa
associacdo apresentou efeito sinérgico e permitiu melhores resultados que os geéis

contendo os 6leos isolados.

Os compostos quimicos mais expressivos nos OEs das espécies de Lippia
sdo o limoneno, citral, carvacrol, B-mirceno, canfora e timol. Majoritariamente sao
encontrados os compostos fendlicos timol e carvacrol, sendo suas quantidades
variaveis de acordo com fatores naturais, estando relacionados as suas atividades
bioldgicas. No entanto, 0s outros compostos presentes também participam do efeito
terapéutico formando assim um fitocomplexo (VERAS et al.,, 2017; MOTA;
DANTAS; FROTA, 2018; BALDIM et al., 2019).

Esses componentes volateis de natureza lipidica presentes nos OEs
atravessam a membrana celular do microrganismo e afetam o transporte dos ions
e solutos, levam a perda de ions e reduzem o potencial da membrana, causando
um colapso celular resultando no extravasamento de materiais intracelulares e
provocando a morte celular (PEREZ ZAMORA; TORRES; NUNEZ, 2018; NI et al.,
2021).

Os principais componentes dos OEs geralmente sdo sensiveis e podem
sofrer alteracdes irreversiveis se forem expostos a materiais ou agentes externos
como oxigénio, luz e calor. As tecnologias de nanoencapsulagdo mostram-se como
uma solucao util e eficaz para a protecao contra problemas de instabilidade, além
disso, podem melhorar a solubilidade do produto, liberar de forma controlada as
substancias e potencializar a atividade biol6gica (MUNIN; EDWARDS-LEVY, 2011;
SHERRY et al., 2013; BALDIM et al., 2019).

2.4 Gel in situ de Poloxamer 407 e Quitosana

Os poloxameros sao polimeros termossensiveis que foram introduzidos no
final da década de 1950 e desde entdo tém sido extensamente empregados no
desenvolvimento de formulacdes farmacéuticas, como os sistemas de géis in
situ. Esses polimeros séo copolimeros tribloco do tipo ABA, formados por unidades
de polioxietileno (A) e polioxipropileno (B). O Poloxamer 407 (P407), também
conhecido pela marca registrada Pluronic® F127 (BASF Laboratory, Wyandoote,
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EUA), é um tipo de copolimero tribloco ABA e BAB hidrossoluveis nao-idnicos
(SCHMOLKA, 1994; DUMORTIER et al., 2006; GIULIANO et al., 2018).

Por efeito da sua estrutura quimica, em solucdes aquosas, o P407 exibe
uma natureza anfifilica baseada na solubilidade em agua das unidades (A) e na
lipossolubilidade das unidades (B), o que os da uma caracteristica surfactante util.
Somado a sua boa capacidade solubilizante, baixa toxicidade, nao irritante das
biomembranas, liberacdo de drogas satisfatéria e compatibilidade com diversas
biomoléculas e excipientes quimicos, o P407 torna-se promissor para formulacdes
de géis in situ (DUMORTIER et al., 2006; MANSURI et al., 2016; BODRATTI;
ALEXANDRIDIS, 2018).

O termo In situ € do latim e pode ser traduzido literalmente como “No
local”’. Os géis in situ sdo sistemas de liberacdo de farmacos que se apresentam
em solucdes quando estdo em temperatura ambiente e uma vez administrados no
organismo sofrem gelificacdo e se tornam géis. Formulacbes em géis
mucoadesivos podem ser vantajosas por prolongarem o tempo de permanéncia na
mucosa, reduzirem a frequéncia de aplicacdo e a concentracdo do farmaco
administrado, melhorando, dessa forma, a adeséo ao tratamento e o conforto do
paciente (CHAUDHARY; VERMA, 2014; RANCH et al., 2021).

Chaudhary e Verma (2014) desenvolveram um gel in situ contendo aciclovir,
um agente antiviral, para o tratamento de infec¢cdes orais por herpes
simples. Estudos de liberacdo de drogas mostraram propriedades de liberacdo
sustentada. O efeito de primeira passagem € evitado pela administracdo via
mucosa bucal e somado ao aumento da biodisponibilidade do aciclovir o torna uma

alternativa para a administracéo local e sistémica do farmaco.

As propriedades termossensiveis podem ser moduladas por formacéo de
ligacbes cruzadas ibnicas, irradiagdo UV, mudancas de pH e temperatura. O
mecanismo de termogelificacdo in situ ndo esta sujeito a acao de agentes externos,
uma vez que a gelificagdo ocorre com o aumento da temperatura. Este aumento da
temperatura intensifica as caracteristicas apolares do polimero e reorganiza as
micelas de P407 em uma estrutura cubica seguida uma configuracdo hexagonal.

Formulacdes com concentragcbes de P407 de 15 a 30% podem gelificar a

28



temperatura corporal (37°C) (RUEL-GARIEPY; LEROUX, 2004; CARAMELLA et
al., 2015; CHEN et al., 2021).

Sao varias as razfes pelas quais a mucosa bucal é atraente para a entrega
de agentes terapéuticos: acessibilidade, abundante suprimento sanguineo, desvio
do metabolismo hepatico de primeira passagem, rapida cicatrizacdo e perfil de
permeabilidade (HEARNDEN et al., 2012).

Contudo, a permanéncia do gel de poloxdamero em mucosas € restrita por
sua dissolucéo rapida sob condicbes fisioldgicas, em especial na mucosa bucal,
onde os movimentos para a fala, degluticdo e a acdo de limpeza da saliva séo
obstaculos. Formulagbes de P407 associadas com substancias poliméricas
mucoadesivas como a quitosana, tém sido desenvolvidas objetivando contornar
essa limitacdo, através da sua interacao com as unidades de polioxietileno do P407,
melhorando a resisténcia, mucoadesividade e tempo de residéncia dos geéis
(GRATIERI et al, 2010; UR-REHMAN; TAVELIN; GROBNER, 2011;
CHAUDHARY; VERMA, 2014; BANSAL et al., 2018; COELHO JUNIOR et al.,
2021).

A quitosana € biopolimero natural e biocompativel obtida pelo processo de
desacetilacdo alcalina da quitina, um polissacarideo abundante extraido do
exoesqueleto de crustaceos e da parede celular de alguns fungos. Possui
propriedades desejaveis, como biocompatibilidade, biodegradabilidade, nao
toxicidade, mucoadesividade, efeito hemostatico e atividade antimicrobiana e
antifangica (PEDRO et al., 2009; DHILLON et al., 2012; AGUILAR et al., 2019; QIN;
LI, 2020).

Uma outra caracteristica que torna a quitosana um biopolimero promissor
para aplicacdes farmacéuticas € a sua capacidade de carregamento de farmacos
e compostos bioativos em diversas formas de processamento, como em solucoes,
filmes, géis, microparticulas, entre outros (KUMARI; YADAV; YADAV, 2010;
ZHANG et al., 2021).

A mucoadesao pode ser definida como a capacidade da forma farmacéutica
se aderir a0 muco carregado negativamente e as biomembranas. Esse processo é

multifatorial e parece ocorrer pela combinacdo de varios mecanismos. A
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mucoadesividade da quitosana, de natureza policatibnica, proporciona maior tempo
de contato da formulacdo com a mucosa. Apesar de a atracdo eletrostatica ser
apontada como um dos principais mecanismos, responsavel pelo fendmeno da
mucoadesividade, esta é potencializada pela presenca de pontes de hidrogénio,
forcas de Van der Waals e hidrofobicidade (SOGIAS; WILLIAMS;
KHUTORYANSKIY, 2008; SAIKIA; GOGOI; MAJI, 2015; GIULIANO et al., 2018).

O desenvolvimento de um gel in situ termossensivel e mucoadesivo de
Poloxamer 407 e Quitosana para liberagéo controlada do OELS em mucosa bucal
ainda nao foi relatado na literatura. A proposta do presente trabalho consiste no
desenvolvimento de uma dispersédo de P407 e Quitosana carreada com OELS para

liberacdo controlada com atividade antimicrobiana.
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3. OBJETIVOS

3.10bjetivo Geral

Desenvolver e caracterizar géis in situ de Poloxamer 407 e Quitosana para

liberacéo controlada do OELS com atividade antimicrobiana.
3.20bjetivos Especificos

e Analisar a composicao quimica do 6leo essencial de Lippia sidoides Cham.
(OELS);

e Determinar a concentragao inibitéria minima (CIM) do OELS para cepas de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Candida albicans;

e Produzir e avaliar géis in situ para liberacdo controlada de OELS composto
por microcapsulas de P407 com e sem Quitosana;

e Realizar caracterizacbes morfologicas e fisico-quimicas das amostras de
géis;

e Avaliar a atividade antimicrobiana frente as cepas de E. coli, S. aureus e C.

albicans in vitro dos géis obtidos.
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ABSTRACT

This article consists of the development, the realization of physicochemical
characterizations and the evaluation of the antimicrobial activity of in situ gels of
Poloxamer (P407) and Chitosan loaded with essential oil of Lippia sidoides Cham.
(OELS). In situ gels of P407 with and without Chitosan loaded with OELS at
concentrations of 1%, 0.5% and 0.25% were made. Gels formulated with only the
polymers and 0.9% saline were used as negative controls. Positive controls were
chlorhexidine 0.12% and nystatin. The major component of OELS was thymol
(57,85%). The OELS showed MIC 256, 128 and 128 pg/mL against strains of
Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Candida albicans respectively. The
particle size and the PDI of the microcapsules of the groups without Chitosan
(134.35+24.49 nm; PDI 0.295+0.045) were smaller when compared to the groups
containing Chitosan (429.15+72.47 nm; PDI 0.57+0.09). Only formulations with
Chitosan showed positive PZ (+5.995+1.288). Temperatures (Tsol-gel) were
between 20-28 °C, with times (Tsol-gel) at 37° ranging from 18.76 + 1.24 s to 46.46
+ 8.89 s. In situ gels showed pseudoplastic behavior in rheological analysis. Gels
with OELS presented MIC 5 pg/mL and obtained promising stable characteristics

for application in buccal mucosa.

Keywords: Surgical Wound Infection; Oleo Volétil; Poloxamer; Chitosan; Microbial

Sensitivity Tests.
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1. INTRODUCAO

O acumulo de biofilme microbiano est4 entre as principais causas de
Infeccbes do Sitio Cirargico (ISCs) em intervengdes bucomaxilofaciais,
principalmente pela cavidade bucal ser um ambiente semi-contaminado o pelo
controle mecéanico do biofilme ser prejudicado pela dor e desconforto pos-operatoério
[1-3].

Com a finalidade de prevenir e tratar as ISCs, foram incorporados agentes
antimicrobianos aos fios de sutura ou em formulacdes administradas pelos
pacientes em casa, como por exemplo, os fios de sutura revestidos com triclosan e

0s antissépticos orais com digluconato de clorexidina respectivamente [4-6].

Existe apenas um fio de sutura revestido com triclosan (Vicryl Plus ®) no
mercado, com alto valor comercial. No entanto, hd uma preocupacdo quanto aos
problemas de seguranca bioldgica relacionados ao uso do triclosan, além de ja
apresentar resisténcia bacteriana devido ao uso indiscriminado em diversos
produtos de higiene [7-10]. Do mesmo modo, a clorexidina € o antimicrobiano
padrdo ouro para os cuidados domiciliares ap0és cirurgia bucal, por ser seguro e
eficiente na reducdo da carga microbiana, todavia o seu uso prolongado pode

acarretar varios efeitos adversos [4,11,12].

Sao varias as razdes pelas quais a mucosa bucal € atraente para a entrega
de agentes terapéuticos: acessibilidade, abundante suprimento sanguineo, desvio
do metabolismo hepatico de primeira passagem, rapida cicatrizacdo e perfil de
permeabilidade. Contudo, as formas convencionais de terapia local, como as
solucBes de enxague com agentes antimicrobianos, ndo permanecem em contato

com a mucosa por serem facilmente lavadas pela agao da saliva [13].

Os géis in situ sdo sistemas de liberacdo de farmacos que se apresentam
em solucdes quando estdo em temperatura ambiente e uma vez administrados no
organismo sofrem gelificacdo. Formulagbes em géis mucoadesivos podem ser
vantajosas por permitirem uma aplicacdo em spray, prolongarem o tempo de
permanéncia na mucosa, reduzirem a frequéncia de aplicacéo e a concentracao da
substancia administrada, sendo capaz de melhorar a adesdo ao tratamento e o

conforto do paciente [14,15].
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Os poloxameros sao polimeros termossensiveis que foram introduzidos no
final da década de 1950 e desde entdo tém sido extensamente empregados no
desenvolvimento de formulacdes farmacéuticas, como os sistemas de géis in
situ. Esses polimeros séo copolimeros tribloco do tipo ABA, formados por unidades
de polioxietileno (A) e polioxipropileno (B). O Poloxamer 407 (P407), também
conhecido pela marca registrada Pluronic® F127 (BASF Laboratory, Wyandoote,
EUA), € um tipo de copolimero tribloco ABA e BAB hidrossolaveis n&do-idnicos.
Formulagcbes com concentracdes de P407 de 15 a 30% podem gelificar a

temperatura corporal (37°C) [16-21].

Por efeito da sua estrutura quimica, em solu¢des aquosas o P407 exibe uma
natureza anfifilica baseada na solubilidade em &gua das unidades (A) e na
lipossolubilidade das unidades (B), o que os da uma caracteristica surfactante Util.
Somado a sua boa capacidade solubilizante, baixa toxicidade, n&o irritante das
biomembranas, liberacdo de drogas satisfatéria e compatibilidade com diversas
biomoléculas e excipientes quimicos, o P407 torna-se promissor para formulacées
de géis in situ [18,22,23].

Contudo, a permanéncia do gel de poloxamero em mucosa bucal é restrita
por sua dissolucao rapida sob condicdes fisioldgicas, em especial na mucosa bucal,
onde os movimentos para a fala, degluticdo e a acdo de limpeza da saliva sao
obstaculos. Formulacbes de P407 associadas com substancias poliméricas
mucoadesivas como a Quitosana (Q), tém sido desenvolvidas objetivando
contornar essa limitacdo, através da sua interagdo com as unidades de
polioxietileno do P407, melhorando a resisténcia, mucoadesividade e tempo de
residéncia dos géis [14,24- 27].

Os Oleos essenciais (OEs) sdo fontes ricas de emergentes terapias
antimicrobianas e de combate a resisténcia microbiana. A natureza hidrofébica e a
combinacdo de compostos presente na composi¢cao quimica dos OEs diminuem o

risco de resisténcia microbiana, devido aos diversos mecanismos de acao [28,29].

Lippia sidoides Cham., popularmente conhecida como “Alecrim-pimenta”, é
um arbusto aromatico nativo do semiarido do Nordeste brasileiro e norte do estado
de Minas Gerais [30,31]. O 6leo essencial de Lippia sidoides Cham. (OELS) contém

o timol e o carvacrol como seus compostos majoritarios e apresenta atividades
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biologicas antibacterianas, antifungicas, antioxidante, anestésica local e anti-
inflamatorias [32,33]. Pesquisas ja observaram a atividade antimicrobiana do OELS

contra S. aureus, E. coli e C. albicans [33,34].

Um estudo in vivo avaliou o grau de toxicidade aguda e subcrénica do 6leo
essencial de Lippia sidoides Cham. em camundongos e ratos wistar
respectivamente. Foi concluido que ndo houve altera¢cdes de comportamento com
as doses administradas, desprovido de toxicidade aparente calculada entre
110.61-125.29 mg/kg. Apoés administragdo oral por 30 dias de OELS (117,95
mg/kg/dia) ndo foram observadas alteracfes histopatologicas, hematoldgicas ou

bioquimicas séricas significativas [35].

Uma visdo abrangente da literatura atual mostra diversos estudos sobre o
encapsulamento de OEs. Zanotto et al. (2023) [36] investigaram a atividade
antimicrobiana e antioxidante de nanoemulsdes lipidicas carregadas com OEs de
Thymus vulgaris, Lippia sidoides e Cymbopogon citratus. As nanoemulsdes com
Thymus vulgaris e Lippia sidoides exibiram melhores propriedades antimicrobianas
contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas
aeruginosa, Penicillium sp., Aspergillus flavus, Fusarium oxysporum e Candida
albicans. Baldim et al. (2019) [32] e Baldim et al. (2020) [37] encapsularam OELS
em nanoparticulas lipidicas e obtiveram um sistema antimicrobiano promissor, com
potente atividade contra Candida albicans e Candida auris multirresistente

respectivamente.

Como hipotese, propomos que o encapsulamento do OELS em um gel
composto por polimeros (P407+Quitosana) possa conferir caracteristicas de
termogelificacdo, estabilidade e mucoadesédo ao gel, promover protecdo aos

constituintes volateis do 6leo essencial e potencializar sua atividade antimicrobiana.

O objetivo do presente trabalho consiste no desenvolvimento, na realizacéo
de caracterizacdes morfoldgicas e fisico-quimicas e na avaliagdo da atividade
antimicrobiana de géis in situ de P407 carreadas com OELS e incrustadas com

Quitosana para liberagéo controlada em mucosa bucal.
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2. METODOLOGIA
2.1 Produtos quimicos
Para o desenvolvimento do gel in situ, foram utilizados Poloxamer 407

(pureza >99%, massa molar 12600g/mol, 30% PPO), Quitosana de baixo peso
molecular (>75% de desacetilacdo, peso molecular 50-190 KDa), Tripolifosfato de
Sadio (TPP) (grau técnico 85%, peso molecular 367,86g/mol), Tween 80 (Sigma®),
Agua ultrapura, obtida a partir de um Sistema Master System MS2000 GEHAKA e
Oleo essencial de Lippia sidoides Cham. (OELS).

2.2 Oleo essencial de Lippia sidoides Cham.

Os arbustos adultos de Lippia sidoides Cham. foram coletados do Horto de
Plantas Medicinais da UFPB, no Instituto de Pesquisa em Farmacos e
Medicamentos (IPeFarM) localizado no municipio de Jodo Pessoa, Paraiba,
nordeste do Brasil com coordenadas de 43 metros de altitude, Latitude: 7° 6’ 55”
Sul, Longitude: 34° 51’ 40” Oeste, em marco de 2019, entre 06:00 a 07:00 horas. A
identificacdo botanica da planta foi realizada e a exsicata foi incorporada sob o
namero JPB 47237, ao acervo do Herbario Prof. Lauro Pires Xavier na UFPB. Com
registro SisGen de numero ABDE352, em atendimento ao previsto na Lei n°
13.123/2015 e seus regulamentos. A técnica utilizada para a extracéo do 6leo foi o
arraste a vapor de agua das partes aéreas da planta, pelo equipamento mini
destilador de 6leos essenciais (Modelo D2- v5.2-Linax). A densidade do OELS foi
determinada utilizando um picndmetro a 25 °C em triplicata e o pH foi verificado por

potenciometria em quatro repeticoes.

A composicao quimica do 6leo essencial foi determinada por cromatografia
gasosa acoplada a espectroscopia de massa (CG-EM) realizada em um
instrumento da marca Shimadzu, modelo GCMS-QP 2010 Ultra com coluna da
marca RTX-5MS capilar (5% Difenil / 95% dimetilpolisiloxano) com tamanho de 30m
(comprimento) / 0.25 mm de diametro Interno / 0.25 um. A temperatura inicial da
coluna variou de 60 °C a 90 °C a 5 °C/mim., permanecendo a 90 °C por 15 minutos
e de 90 °C a 280 °C a 20 °C/min. A temperatura do injetor e do detector foram 260
e 280 °C, respectivamente. O tempo total de corrida foi de 30 minutos e o volume

de injecao foi de 1,0 pL. A identificacdo dos constituintes foi realizada por meio de
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busca por dados encontrados na literatura e biblioteca do equipamento (Bancos de
Dados: NIST2008 | NIST2008+Shimadzu | FFNSC 1.3).

2.3 Confecgéo dos géis in situ

O desenvolvimento dos géis in situ se deu em etapas [27]. A primeira etapa
consistiu no preparo dos géis de P407 a 20% em &gua deionizada gelada sob
agitacdo magnética (300rpm) (modelo HJ-5-220V - ION) por 10min. Os géis foram
submetidos a 3 ciclos de refrigeracdo/agitacao. Apdés completa solubilizac&o visual
do p6 de P407, os géis foram mantidos em refrigeracao a 6°C sem agitacdo durante
24 horas.

A segunda etapa consistiu no encapsulamento do OELS no gel de P407. O
OELS foi solubilizado em Tween 80 5% e as concentracbes do OELS
correspondentes aos grupos contendo 1%, 0,5% e 0,25% foram adicionadas aos
géis sob agitacdo magnética (600rpm) por 10min. As dispersdes foram entdo
submetidas a dois ciclos de refrigeracdo/agitacdo magnética, para obter maxima
interacdo entre o OELS e unidades B do P407.

Para as dispersdes correspondentes aos grupos que contém Quitosana, foi
entdo realizada a etapa de cobertura das microcapsulas. Inicialmente foi preparada
uma solucdo de 1mg/mL de Quitosana em solucédo de acido acético glacial a 1%
(v/v), sob agitacdo magnética (300 rpm) durante 24 h. Apos a fase de solubilizacéo,
2,4 mL dessa solucéo foi vertida nas dispersdes correspondentes a cada grupo,

seguido de agitacdo magnética (300rpm) por 20min em temperatura ambiente.

Por fim, 200uL de solucao tripolifosfato de sodio (1,5% m/v) foram gotejados
nas dispersbes correspondentes a todos os grupos confeccionados. Os 10mL de

cada gel resultante foram mantidos sob agitacdo constante de 300rpm por 60min.

Dispersfes de microcapsulas de P407 ndo cobertas por Quitosana e/ou ndo
carreadas com OELS foram sintetizadas seguindo as mesmas etapas de
desenvolvimento. Os géis compostos apenas por P407 obtiveram pH entre 6.7 e
6.9, ja os compostos por P407+Q tiveram os pH ajustados entre 5.7 e 6. Os grupos
de géis in situ formulados e as concentracdes finais dos componentes estao

descritos na Tabela 2.
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Tabela 2. Grupos de géis in situ e as concentracdes finais.

P407 OELS Q TPP
mg/mL % mg/mL % mg/mL % mg/mL %

P 150 20 - - - - 0,30 0,03
PLS1 150 20 0,02 1 - - 0,30 0,03
PLS0.5 150 20 0,01 0,5 - - 0,30 0,03
PLS0.2 150 20 0,005 0,25 - - 0,30 0,03
PQ 150 20 - - 0,24 0,024 0,30 0,03
PLSQ1 150 20 0,02 1 0,24 0,024 0,30 0,03
PLSQO0.5 150 20 0,01 0,5 0,24 0,024 0,30 0,03
PLSQO0.2 150 20 0,005 0,25 0,24 0,024 0,30 0,03

Grupos: P: P407; PLS1: P4A07+OELS 1%; PLS0.5: P407+0ELS 0,5%; PLS0.2:
P407+0ELS 0,25%; PQ: P407+Q; PLSQ1: P407+Q+0ELS 1%; PLSQO0.5: P407+Q+OELS 0,5%;
PLSQO0.2: P407+Q+OELS 0,25%; (-) N&o contém.

2.4 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A analise de FTIR foi utilizada com o objetivo de avaliar possiveis interacdes
entre o poloxamer e a quitosana e comprovar a incorporacdo do OELS nos géis.
Os espectros foram adquiridos em um Espectrébmetro Spectrum 400 Perkin Elmer
(Estados Unidos, Massachusetts) acoplado com acessorio de Reflectancia Total
Atenuada (ATR) equipado com cristal de Bromo-iodeto de talio (KRS-5) em um
intervalo de 4000-400 cm, 32 scans e com uma resolucdo de 4 cm. Antes da
coleta dos espectros as amostras foram submetidas secas por 24 horas a 40 °C de
modo remover a agua presente nos géis e, consequentemente, eliminar a

interferéncia de bandas de agua nos espectros de infravermelho.

2.5 Analise do tamanho, indice de polidisperséo e potencial zeta

As analises do tamanho e indice de polidispersdo dos géis foram obtidas
pelo método de espalhamento de luz dinamico (Dinamic Light Scattering — DLS), e
o potencial zeta (PZ), pela técnica de mobilidade eletroforética associada a
equacao de Henry por meio do equipamento Zetasizer® nano ZS90 (Malvern
instrumentos, S&o Paulo, Brasil), equipado com um raio laser de 633 nm, com
espalhamento optico fixo a 90° a 25°C. Amostras foram diluidas utilizando agua

ultrapura (DLS) e em solucdo de cloreto de sédio a 1 mM (PZ) em cubeta
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descartavel. As analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram

expressos como média * desvio padrao.

2.6 Avaliagédo das propriedades de transi¢éo Sol-Gel

A determinagédo da temperatura e do tempo de transicao sol-gel (Tsol-gel)
foram realizados através do método de inclinacao tubo de ensaio, no qual houve a
insercao de 2 mL do gel (em fase de solugcéo), mantido em banho de agua. Para a
determinacdo da temperatura (Tsol-gel), a temperatura do banho de agua foi
aumentada lentamente, a cada 2 °C e foi determinada no momento em que a
solucdo no tubo de vidro parou de fluir quando submetida a inversdo. Ja para o
tempo (Tsol-gel) a temperatura da agua do banho foi mantida a 37 °C. A cada 5
segundos o tubo de ensaio foi retirado e inclinado para a observacéo do estado da
amostra. O tempo necessario para gelificacdo foi determinado pela auséncia de
fluidez da solugéo presente no tubo [38].

2.7 Avaliacdo do comportamento reoldgico

Testes relogios séo realizados com o intuito de prever os comportamentos
viscoelastico e de fluxo dos materiais quando submetidos a esforcos mecanicos,
no caso de géis poliméricos destinados a area médica, € imprescindivel que
apresentem propriedades adequadas a mucosa a que se destinam [39]. Partindo
desse principio, foram realizadas varreduras de temperatura de 26 a 40 °C, a
frequéncia constante de 1 Hz, de modo a verificar o estado de gelificacdo na
transicdo de temperatura ambiente-corporal, e uma varredura de frequéncia
oscilatéria de 0,1 a 10 Hz, avaliando a viscosidade aparente das amostras. Os
testes foram realizados em um rebmetro HAAKE™ MARS™ (Thermo Fisher

Scientific, Massachusetts), equipado com rotor PP35Til com geometria placa-placa.

2.8 Estudo de estabilidade

Inicialmente as amostras foram submetidas ao teste de centrifugagao
(Modelo 80-2b - MYLABOR) a 3000rpm durante 30 minutos. Cada gel (2mL) a
temperatura ambiente, foi disposta em tubos Falcon e submetida a centrifugagéo.
A finalidade do teste € promover um estresse a formulagéo, simulando um aumento

na forca de gravidade, aumentando a agitacdo das particulas. Apés o teste, o
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produto deve permanecer estavel, e qualquer indicio de instabilidade o produto

deve ser reformulado antes de prosseguir para os proximos testes [40].

Apos a centrifugacdo, as formulacdes foram submetidas a estudos de
estabilidade em diferentes condigcbes de armazenamento, geladeira (5 = 2 °C),
temperatura ambiente (T.A) (25 = 2 °C) e estufa (45 £ 2 °C) por 30 dias em
embalagens plasticas seladas. A estabilidade fisico-quimica dos géis foi observada

pelo pH, cor, separacéo de fases e odor nos tempos 7, 15, 30 dias.

2.9 Ensaios microbiologicos
2.9.1 Microrganismos

Os microrganismos testados foram Staphylococcus aureus (ATCC 15656),
Escherichia coli (ATCC 25922) e Candida albicans (ATCC 76485). As cepas
bacterianas foram cultivadas em Brain Heart Infusion (BHI- Sigma, St. Louis,
Missouri, USA) e a cepa fungica foi preparada em caldo Sabouraud Dextrose (CSD)
(KASVI1, Kasv Imp e Dist de Prod / Laboratorios LTDA, Curitiba, Brasil) e foram
incubadas sob condi¢des aerdbicas em estufa microbiolégica a 35 °C (fungos) e a
37 °C (bactérias) por 24 horas. Os in6culos foram padronizados para 0,5 na Escala

de Mcfarland.

2.9.2 Concentracao inibitoria minima (CIM) do OELS

A técnica de microdiluicdo contra cepas bacterianas foi realizada segundo a
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 2012 [41] com modificacdes, e a
técnica de microdiluicdo realizada com a cepa fungica foi realizada segundo a CLSI
2008 com modifica¢fes [42]. O OELS foi solubilizado em Tween 80 5% (Sigma, St.
Louis, Missouri, EUA) e diluido com BHI ou em CSD para atingir concentracfes que
variam de 2.048 a 16pg/mL. Solugéo salina 0,9% e Tween 80 5% foram usados
como controles negativos, enquanto que clorexidina 0,12% (Sigma, Sao Paulo, Sado
Paulo, Brasil) e Nistatina (48ug/mL) (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, SP) foram usados
como controles positivos. As placas foram incubadas em uma estufa microbiolégica

por 24 horas a 35 - 37 °C. Os testes foram realizados em triplicatas.

ApoOs este periodo, as CIMs do OELS contra cepas bacterianas foram
determinadas visualmente através da oxidagao-reducao do indicador resazurina
(0,1%) (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil). O resultado da CIM do OELS contra a
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cepa fungica foi lida a partir da observacédo de agregados celulares no fundo dos
pocos [43]. A menor concentracdo de OELS em que ndo houve crescimento visivel

microbiano foi registrado como a CIM.
2.9.3 Concentracao inibitoria minima (CIM) dos géis in situ

A atividade antimicrobiana dos géis in situ foi obtida pela técnica de
microdiluicdo, realizada semelhante a técnica descrita acima. As concentracdes do
OELS presentes nas formula¢des com P407 e com PL704+Q variaram de 20 a 2,25
png/mL do OELS. Para este teste especificamente, foram confeccionados géis com
5% de P407, a fim de nao geleificar o meio (BHI ou CSD) na temperatura de
incubacdo (35 — 37°C), de forma que outros componentes mantiveram suas
concentracbes. Os grupos P, PQ e Solucdo salina 0,9% foram usados como
controles negativos, enquanto que clorexidina 0,12% e nistatina (48ug/mL) foram
usados como controles positivos. As placas foram incubadas em uma estufa
microbioldgica por 24 horas a 35 - 37 °C. Os testes foram realizados em triplicatas.
A menor concentracdo de OELS em que ndo houve crescimento microbiano visivel

foi registrado como a CIM.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacéo do Oleo essencial de Lippia sidoides Cham. (OELS)

O OELS obtido apresentou densidade de 0,9432 g.mL e pH 5,27. A analise
cromatografica do OELS extraido das partes aéreas da planta através do espectro
de CG-EM resultou na identificagdo dos fitoconstituintes listados na Tabela 3. O
componente majoritario detectado foi o timol (57,85%), seguido do p-cimeno
(13,73%), E-cariofileno (6,03%), y-terpineno (3,36%), Eucaliptol (2,26%), 3-mirceno
(1,87%) e a-Tujeno (1,67%). Outros compostos também foram detectados, porém

em percentuais inferiores.

Majoritariamente sdo encontrados os compostos fendlicos timol e carvacrol,
sendo suas quantidades variaveis de acordo com fatores naturais. Nesta analise, 0

predominio foi de compostos monoterpénicos. O timol como composto majoritario
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ja era esperado, dado que, resultados de estudos anteriores apontaram o timol

como componente majoritario do OELS originario do Nordeste brasileiro [30,44,45].

Tabela 3. Composicdo quimica do 6leo essencial de L. sidoides Cham. Componentes listados em

ordem de eluicao.

Componente Tempo de retencéo Concentracéo
(minutos) (%)
a-Tujeno 6,188 1,67
a-Pineno 6,320 0,76
B-Mirceno 7,214 1,87
Terpinoleno 7,678 1,51
p-Cimeno 7,808 13,73
D-Limoneno 7,881 0,79
Eucaliptol 7,938 2,26
B-Ocimeno 8,149 0,61
y-Terpineno 8,364 3,36
B-Linalol 8,981 0,18
Ipsidienol 9,707 0,49
Terpinen-4-ol 10,270 0,48
Timol metil éter 11,054 0,55
Timol 11,873 57,85
Carvacrol 12,023 0,07
E-Cariofileno 13,768 6,03
Cis-alfa-Bergamoteno 13,871 0,35
Aromadendreno 14,022 0,74
a-Humuleno 14,210 0,35
Oxido de Cariofileno 15,853 0,19

3.2 Concentragéao inibitéria minima (CIM) do OELS

Os resultados das analises de atividade antimicrobiana do OELS obtidos

pelo método de microdiluicdo demonstraram ser favoraveis ao inibir o crescimento

das cepas estudadas. Para a bactéria E. coli o valor encontrado para a CIM foi de
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256 pg/mL. Os valores de CIM demonstraram uma maior efetividade para a bactéria
gram-positiva S. aureus (128 pg/mL) e para a cepa fungica C. albicans (128 pg/mL).
Os valores de CIM para os controles foram <0,0053 pg/mL para clorexidina e
3ug/mL para nistatina.

Embasando-se na metodologia proposta por Sartoratto et al. (2004) [46], na
qgual os autores sugeriram uma classificacdo com o intuito de verificar o potencial
antimicrobiano dos OEs, foi entdo determinada a bioatividade dos compostos a
partir dos valores da CIM e classificada de acordo com as seguintes categorias:
bioatividade forte (CIM de até 500 pg/mL); bioatividade moderada (CIM de 600 a
1500 pg/mL); bioatividade fraca (CIM acima de 1500 pug/mL). Diante disso, o OELS

apresentou bioatividade forte frente aos microoganismos testados.

Apesar da atividade antimicrobiana dos OEs ser atribuida apenas a
determinados compostos especificos, como por exemplo carvacrol, timol e
naringenina, alguns desses compostos isolados apresentam atividade fraca e
espectro de acédo limitado quando comparado aos OEs. Indicando haver sinergismo

de acdo quando todos esses compostos agem juntos [47,48].

Estudos apontam que os OEs inibem o crescimento microbiano afetando
a bicamada fosfolipidica e 0 mecanismo enzimético de producédo e metabolismo de
energia, danificando a estrutura e a funcdo da membrana celular bacteriana. Dessa
forma, a natureza hidrofébica e a composicdo quimica dos OEs diminuem o risco
de resisténcia microbiana, dado a diversidade de mecanismos de acdo que

abrangem uma combinacdo de compostos [28,29].

Os resultados de CIMs do presente estudo corroboram com os valores de
Veras et al. (2017) [33]. Nesse estudo, o OELS foi extraido no Nordeste brasileiro
e em sua analise cromatografica os principais constituintes detectados foram timol
(84,9%), etil-metil-carvacrol (5,33%) e p-cimeno (3,01%). Os valores encontrados
para CIM foram: 128 pg/mL para S. aureus e 512 pg/mL para E. coli. Também
sendo possivel observar maior sensibilidade de bactéria gram-positiva (S. aureus)

em comparacao com bactéria gram-negativa como E. coli.

O mecanismo de agéo dos 6leos essenciais sobre bactérias Gram-positivas

e fungos parece ocorrer de forma semelhante. Brito et al. (2015) [34] avaliaram o
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potencial antifangico do OELS através da técnica de microdiluicdo e observaram
CIM que variaram entre 64 e 256 ug/mL frente a cepas de Candida. Vale destacar
que o 6leo essencial também foi originario do Nordeste brasileiro e obteve o timol

como componente marjoritario.

Uma maior sensibilidade de organismos gram-positivos pode ser explicada
pelo fato que as bactérias Gram-positivas tém uma uUnica camada espessa
de peptidoglicano em sua membrana, ja as bactérias Gram-negativas tém uma

membrana mais externa, atuando como uma maior barreira molecular [49].
3.3 Andlise dos géis in situ

Os géis P e PQ apresentaram-se com aspecto viscoso, inodoro, translicido
e com estrutura homogénea a temperatura ambiente. As formulacdes PLS1,
PLSO0.5, PLS0.2, PLSQ1, PLSQO.5, PLSQO.2 se apresentaram com aspecto
viscoso, odor caracteristico (atribuido ao OELS), estrutura homogénea a
temperatura ambiente e cor levemente amarelada, no entanto o grupo PLS1
apresentou a cor amarelada mais forte (atribuida a maior concentragdo do OELS).
O aspecto inicial das formulacdes pode ser observado na figura 1. O pH das

formulagbes sem quitosana variaram entre 6,7 — 6,9, ja as formulagbes contendo

quitosana variaram o pH entre 5,7 — 5,8.

Figura 1. Aspectb inicial dos géis in situ.
3.4 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Na Figura 2 estdo presentes os espectros de infravermelho dos géis de

poloxamer carregados com 6leo essencial de Lippia sidoides Cham.
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Figura 2. (A) Espectros de infravermelho do gel de poloxamer puro e carregado com diferentes
concentracdes do OELS. (B) Recorte do espectro de infravermelho dos géis no intervalo de 850—
500 cm™™.

De acordo com a Figura 2 os géis de poloxamer, P407, PLS1, PLS0.2 e
PLSO0.5 apresentaram um perfil espectral semelhante com algumas diferencas.
Todas as amostras apresentaram bandas de vibracdo -caracteristicas do
poloxamer: bandas de vibragéo localizadas entre 2980-2880 cm sédo referentes
as vibracdes simétricas e assimétricas de —CHs e —CH2[50,51]; a banda de vibragéo
de 2880 cm™ corresponde a vibracdo de estiramento do grupo —CH2 [52]. As
vibracdes em 1467 e 1101 cm™ estédo associadas as ligacdes C—O— pertencentes
ao grupo éter [53] e a vibracdo em 961 cm pertence a ligagdo C-O-C [54];
vibracdes de estiramento de C—H de alcanos sdo observadas em 1342 cm [51].
Todas estas bandas sdo caracteristicas da estrutura molecular do poloxamer, o
qual é um copolimero composto por uma cadeia hidrofébica central de
polioxipropileno (poli(6xido de propileno)) flanqueada por duas cadeias hidrofilicas
de polioxietileno (poli(éxido de etileno)) e possui em sua estrutura molecular
ligagbes de C—CHs, C—H, C-O e C-OH [51].

Ademais, também foi observado nos espectros das amostras PLS1, PLS0.2
e PLS0.5 o aparecimento de novas bandas de vibragédo (Figura 2). A banda de
vibracéo localizada em 808 cm™ é atribuida as vibragées de tor¢do da ligacdo C—H
(C-C-C—H); a vibragdo em 741 cm esta relacionada a combinacéo das vibracdes
de alongamento de C-C e dobramento de C—C-C, ambas presentes em anéis
aromaticos [55]; vibracdes localizadas em 727 e 596 cm™ estédo relacionadas a
ligacdo C—C- em seu modo de torsao [56]. As bandas de vibracdo em 720, 649 e

640 cm sdo caracteristicas das vibracdes dos demais compostos presentes no
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OELS [35,56]. Logo, foram observadas novas bandas de vibracdo apods a
incorporacao do OELS nos géis de poloxamer, 0 que comprova a sua incorporacao

dos mesmos.

ApoOs o carregamento do Oleo essencial na matriz do poloxamer, novas
amostras dos géis foram preparadas. Nestas amostras foi adicionada a quitosana
de modo a tornar os géis mucoadesivos. Logo, de modo a identificar a incorporacao
do 6leo essencial nos géis de poloxamer/quitosana e avaliar possiveis interacdes
entre a quitosana e o poloxamer, novas analises de FTIR foram conduzidas e seus

resultados podem ser observados na Figura 3.
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Figura 3. (A) Espectros de infravermelho do gel de poloxamer/quitosana puro e carregado com
diferentes concentracdes do OELS. (B) Recorte do espectro de infravermelho dos géis no intervalo
de 850-500 cm-2.

Os espectros dos géis PQ, PLSQ1, PLSQ0.2 e PLSQO0.5 (Figura 3)
apresentaram todas as bandas caracteristicas do poloxamer. Comparando o
espectro do P407 e PQ é notado o aparecimento das bandas de 1577, 1413, 649
e 620 cm™ todas estas associadas a adicdo da quitosana nos géis. A banda de
1577 cm™* corresponde a vibragdo da amida Il da quitosana. Esta sofreu um leve
deslocamento de 1590 para 1577 cm™, o que indica interacdes do grupo amida da
quitosana com a ligagdo O—H presente no poloxamer conforme descrito em outros
estudos [57]. Com relacdo a vibracdo em 1413 cm™ a mesma é referente a
deformacé&o simétrica de —CHs da quitosana [58]. Ademais, as bandas de vibracao
de 649 e 620 cm correspondem as vibracdes de dobramento de C—H em anéis
aromaticos [59]. Por fim, as bandas de vibracdo de 808, 741, 727, 720 e 596 cm

estdo associadas ao 6leo essencial de Lippia sidoides Cham. comprovando sua
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incorporacdo no gel de poloxamer/quitosana [35,56]. Logo, os resultados de

infravermelho indicaram interacdes entre a quitosana e o poloxamer bem como

confirmaram a incorporagdo do OELS na matriz polimérica.

3.5 Analise do tamanho, indice de polidispersao e potencial zeta

O tamanho médio das particulas de cada formulagéo de gel fora determinado

pelo método de disperséo de luz dinamica (DLS) e estdo expressos na tabela 4.

Tabela 4. Resultado de analise no DLS dos grupos testados em relacéo ao D, PDI e PZ.

D Picol/ Pico2/ Pico3/
. . . . - . PDI PZ
(d.nm) intensidade  intensidade intensidade
67,26+39,02/ 294,9+123,3/ 7,966+2,87/
= 123,7 0,302 -6,18
37,7% 32,2% 30,1%
23,71+7,654/ 254,5+62,29/ 7,288%1,56/
PLS1 151,6 0.251 -5,44
53,8% 37,8% 8,4%
211,0+65,17/ 6,907+1,452/ 35,77+8,68/
PLS0.5 157,2 0,356 -9,80
65,9% 20,9% 12,2%
322,1+115,5/ 53,87+21,85/ 8,504+2,97/
PLS0.2 104,9 0.272 -10,2
33,5% 31,9% 31,7%
MEDIA+DP  134,35+24.49 ) ) ) 0,29+0,04 -7,90+2,44
687,5+170,0/ 136,8+31,66/ 8,779+2,53/
PQ 436,1 0,689 +7,74
65,5% 25,5% 9,0%
304,0+68,04/ 46,10+12,37/ 8,232+2,59/
PLSQ1 324,9 0.453 +4,68
57,2% 30,3% 12,5%
367,5+50,10/  19,94+2,38/ -
PLSQO0.5 470,5 0,578 +5,95
72,5% 27,5%
489,8+103,4/ 118,1+21,88/ 8,035+2,72/
PLSQO0.2 485,1 0,593 +5,61
61,1% 20,2% 18,7%
MEDIA+DP  429,15+72,47 i i i 0,57+0,09 +5,99+1,28

D: Diametro médio das particulas; PDI: indice de Polidisperséo; PZ: Potencial Zeta; (-) Ndo
contém.

O tamanho médio das particulas e os valores de PDI das microcapsulas dos

grupos formulados sem Quitosana (P, PLS1, PLS0.5, PLS0.2) (134,35+24,49nm;

PDI 0,295%0,045) apresentaram-se menor quando comparados com 0S grupos
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formulados contendo Quitosana (PQ, PLSQ1, PLSQO0.5, PLSQO0.2)
(429,15+£72,47nm; PDI 0,57+0,09).

O aumento no tamanho médio das particulas e no PDI pode acontecer
devido a quitosana ser um polimero com cadeias longas e de maior peso molecular.
Além disso, o TPP pode formar ligacdes cruzadas e promover a formacédo de
particulas maiores e agregados de particulas nas solu¢cdes com quitosana,

colaborando para reducdo da homogeneidade das formulacdes [60,61].

Em relacdo ao PZ, avaliado através da mobilidade eletroforética associada
a equacao de Henry, os grupos sem a presenca da quitosana na composi¢ao
apresentaram valores de PZ negativos (-7,905+2,44), por sua vez, 0S géis com
Quitonana na composicao apresentaram valores de PZ positivos (+5,995+1,288),

como pode ser observado na tabela 4.

A mudanca no PZ é devida a natureza policatibnica da quitosana. As
propriedades mucoadesivas da quitosana baseiam-se principalmente na interacao
entre a carga positiva da quitosana e a negativa do acido sialico da mucina, e como
consequéncia ocorre o prolongamento no tempo permanéncia do farmaco na

mucosa [62].

3.6 Avaliacao das propriedades de transicao Sol-Gel

As temperaturas e os tempos de gelificacdo das formulacdes estdo expostos

na Tabela 5.

Tabela 5. Resultado da avaliacdo da Temperatura (Tsol-gel) e do Tempo (Tsol-gel) a 37 °C.
Temperatura (Tsol-gel) Tempo (Tsol-gel) 37 °C

(°C) (s)

P 28+ 1 39.31 + 6.53
PLS1 20+ 1 23.32 + 3.63
PLSO0.5 24+ 1 26.52 + 5.05
PLSO0.2 26+ 1 43.13 % 3.72
PQ 28+ 1 46.46 + 8.89
PLSQ1 20+ 1 18.76 + 1.24
PLSQO0.5 24+ 1 27.48 + 7.97
PLSQO0.2 26+ 1 38.62 + 8.64

s: segundos.
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Em geral, os géis in situ devem apresentar Tsol-gel préximo a temperatura
corporal (37 °C) em um tempo Tsol-gel curto e permaner em forma de solucdo
quando armazenados a temperatura ambiente (25 °C) [63]. As formulacfes deste
estudo apresentaram as temperaturas (Tsol-gel) entre 20+ 1 °C a 28 + 1 °C, com
tempos (Tsol-gel) a 37° variando entre 18.76 + 1.24s a 46.46 + 8.89s.

Usualmente solugBes com concentracdo de P407 entre 15-30% (p/v), séo
liquidas de fluxo livre a 25 °C (temperatura ambiente) e sdo rapidamente
convertidas em estado de gel a 37 ° C, solugBes mais concentradas formam géis
rigidos a 25 °C [21]. Neste estudo foram confeccionados géis com 20% em peso
de P407. Os géis compostos por P407 e P407+Q (P e PQ) apresentaram a
transicao de fase a 28 °C. Pode-se observar que a Temperatura (Tsol-gel) diminuiu
com o aumento da concentracdo do OELS. Panomsuk et al. (2020) [64] também
observaram a diminuicdo da Temperatura (Tsol-gel) com o aumento da
concentracdo do Oleo essencial de Syzygium aromaticum em um gel de P407
(20%).

De igual modo, os grupos com 1% e 0,5% OELS apresentaram menor
Tempo (Tsol-gel) a 37 °C. Os aspectos do gel in situ em solucao e apds gelificacédo

podem ser observados na Figura 4.

Figura 4. (A) Gel in situ em fase de solu¢éo. (B) Gel in situ apés gelificacdo.
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3.7 Avaliacado do comportamento reoldgico

A figura 5 apresenta o grafico de viscosidade em funcdo da frequéncia

oscilatoria dos géis poliméricos.
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Figura 5. Viscosidade aparente em funcdo da frequéncia oscilatéria dos géis formados por
Poloxamer, Quitosana e OELS em diferentes proporc¢des.

De acordo com as curvas de viscosidade, foi possivel notar que todas as
amostras possuem comportamento tipico de um gel pseudoplastico, ou seja,
possuem viscosidade alta em baixas frequéncias, seguida de uma queda brusca a
medida que o esforgo oscilatério aumenta, e por fim, ha uma tendéncia a
estabilidade (o segundo platdé Newtoniano), consequéncia da orientacdo das
moléculas poliméricas no sentido do esforco [65]. Tal comportamento € benéfico
para aplicacbes médicas, visto que o esfor¢co exercido durante a administracédo
clinica reduziria a viscosidade do gel facilitando seu espalhamento sobre a

superficie desejada [66].

Além disso, a amostra PLSQO02, que contém a menor concentracédo de 0Oleo
essencial, apresentou viscosidade menor que a amostra controle (PQ) sem o
composto, diferente das demais (PLSQO05 e PLSQ1) cuja viscosidade aumenta, o
que sugere que 0 0Oleo a baixas concentracdes atua como plastificante externo para
as cadeias poliméricas, facilitando o fluxo e consequentemente diminuindo sua

viscosidade, quando a quantidade € maior, no entanto, esse efeito se inverte e o
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O0leo tem maior probabilidade de interferir na matriz do gel dificultando sua

organizacao e fluxo [67].

Na figura 6 esta disposto o grafico referente a tand, relagdo entre os modulos
de perda plastica e armazenamento elastico, em funcdo da temperatura e a

frequéncia constante.
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Figura 6. Tangente de perda (tand) em funcéo da temperatura.

O tand apresentado pelas amostras contendo OELS é menor que 1 em toda
a faixa de temperatura analisada, ou seja, tendem ao comportamento de sélido (ndo
escoam) e ndo passam por transicdo sol-gel nessa faixa de temperatura,
demonstrando estabilidade térmica e manutencdo da estrutura de gel, ja a amostra
PQ, apresenta a transicdo sol-gel em torno de 32 °C, gelificando neste ponto.
Solucbes aquosas de Poloxamer geralmente apresentam transicdo sol-gel em
torno de 37 °C, porém essa temperatura pode ser alterada devido a presenca de
outros polimeros ou substancias na matriz, nesse caso a presenga da quitosana
reduziu a sua temperatura de transicdo, e combinada com o 0Oleo essencial a
mudanca de comportamento ocorre fora da faixa analisada, em temperaturas

menores, casos semelhantes com ja foram reportados na literatura [68,69].
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3.8 Estudo de estabilidade

O teste de centrifugacéo foi realizado como analise preliminar, com o objetivo
de detectar caracteristicas de instabilidade das formula¢des, como por exemplo a
separacdo dos componentes em fases. Apds o teste ndo foram observadas
alteracbes visuais no aspecto original dos géis avaliados. Os mesmos
apresentaram-se estaveis quando submetidos a situacao de estresse e adequados

para os demais testes de estabilidade.

Apés 7, 15 e 30 dias em diferentes condicbes de armazenamento,
temperatura ambiente (T.A) (25 £ 2 °C), geladeira (5 £ 2 °C) e estufa (45 + 2 °C),

0s géis foram avaliados novamente quanto ao pH, cor, separacédo de fases e odor.

Alteracbes nos valores de pH podem indicar um comprometimento da
integridade, assim como podem afetar a efichcia da formulacdo. Os gréficos
apresentados nas Figuras 7, 8 e 9 expressam a variacdo de pH nos periodos

avaliados nas respectivas condicfes de armazenamento.
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TEMPERATURA AMBIENTE
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Figura 7. Valores de pH das formulacdes armazenadas em temperatura ambiente (T.A) durante 30
dias.
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Figura 8. Valores de pH das formulagBes armazenadas em geladeira durante 30 dias.
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Figura 9. Valores de pH das formulagfes armazenadas em estufa durante 30 dias.
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Os valores de pH inicial e apos 30 dias estdo expressos na Tabela 6.

Tabela 6. Avaliacdo do pH inicial e apds 30 dias de armazenamento em temperatura ambiente
(T.A), geladeira e estufa.

pH ap6s 30 dias

pH + DP
pH + DP (%)*
inicial

T.A GELADEIRA ESTUFA
5 7.11 6.87 7.15
PLS1 6,97 0.9 e
6.96 £ 0,03 (0,10) (0,05) (2.35)
PLSO.5 6.80 653 s
6.84 £ 0,01 (-0.54) (1.27) (3.07)

PLS0.2 .07 659 i

6.8 +0,01 (3.82) (1.22) (5.73)
b 5.67 5.85 5.98
Q 5.82 £ 0,03 (-2.63) (0.34) (2.69)
PLSQ1 5.64 >78 oo
5.74 + 0,01 (3.54) (0.75) (2.38)
PLSQO.5 595 >-85 2o
5.83 + 0,02 (1.94) (0.29) (1.94)
PLSQO.2 5.89 >87 ot
Q 5.88 + 0,01 (0.23) (-0.23) (2.15)

*% de diferenca ao pH inicial

Nota-se que as alterac6es nos valores de pH das formulacdes no periodo de
30 dias foram menores que 6% em todas as formas de armazenamento. Segundo
o Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa) [39], variacOes de valores de pH acima de 10% sé&o consideradas
inapropriadas, e caracteriza-se como um critério para exclusdo de formulacdes.
Assim, todas as variacdes de pH encontradas nas formulacdes, no periodo de 30

dias, estédo dentro dos valores preconizados como adequados.
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Os géis apresentaram-se estaveis, ndo sendo observado separacao de
fases e mudancas no odor. Os géis dos grupos PSL1, PSL0.5 e PSLO0.2
armazenados em estufa (45 = 2 °C) apresentaram escurecimento na coloracao,
como pode ser observado na figura 10B. Os géis de P407+Q carreados com OELS
(PSLQ1, PSLQO0.5 e PSLQO0.2) ndo apresentaram modificacBes na cor, sugerindo

gue a Quitosana pode conferir melhor estabilidade as formulacoes.

PLS1 PLS0.5 PLS0.2 [ PLS1 PLS0.5 PLSO0.2
3 { = : B 2 i | - $
|

Figura 10. (A) Aspecto inicial dos géis in situ. (B) Aspecto dos géis in situ apés 30 dias de

armazenamento em estufa.
3.9 Concentracao inibitéria minima (CIM) dos géis in situ

A atividade antimicrobiana dos géis foi avaliada pelo método de
microdiluicdo, as concentracdes do OELS variaram de 20 a 2,25 pg/mL do 6leo. As
formulacbes P e PQ, compostas apenas com o0s polimeros, ndo apresentaram
atividade antimicrobiana. Os valores de CIM para os controles foram <0,0053
pg/mL para clorexidina e 3ug/mL para nistatina. Os géis de P407 e de P407+Q
contendo OELS inibiram o crescimento microbiano frente as cepas avaliadas a

partir da concentracdo de 5 pg/mL do OELS.

Baldim et al. [32] encapsularam em um nanossistema lipidico o OELS para
atividade antifingica. Foi encontrado atividade do OELS contra C. albicans na CIM
de 156 pg/mL, ja o nanossistema carreado com OELS apresentou CIM de 221
pg/mL. Efeito diferente do encontrado neste estudo, onde o encapsulamento do
OELS proporcionou uma menor concentracédo do OELS para acdo antimicrobiana.

Um outro estudo avaliou um gel contendo uma concentracdo semelhante a
usada nesta pesquisa (OELS 0,5%) através de um modelo experimental de
periodontite em camundongos [70]. Os resultados demonstram o potencial efeito
protetor do gel contra a destruicAo do tecido periodontal e esse efeito foi
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relacionado a atividade antinflamatoria e antimicrobiana do OELS contra as

bactérias periodontais.

O gel in situ exibiu maior atividade antimicrobiana em comparagcdo com o
OELS livre, apresentando valores de CIM menores. Isso pode estar associado a
liberacdo controlada do OELS promovido pelo sistema polimérico, atuando com
uma melhor biodisponibilidade do OE no meio. Além disso, os melhores efeitos
inibitérios podem ser justificados pelos possiveis motivos: a) o processo de
microencapsulacdo do OELS tem o potencial para atuar como uma barreira
funcional evitando reacgbes fisicas e quimicas do mesmo; b) possibilita a
manutencao das caracteristicas originais do OELS por um periodo maior quando
comparado com o OELS livre; e ¢) mantem constante por mais tempo as
concentracbes das substancias antimicrobianas (volateis) em relagdo a outros

compostos presentes nos 6leos essenciais [71-73].

Ainda sd@o necessarias futuras investigacbes da atividade antimicrobiana
frente a outras cepas e em modelos de biofilme, parametros de toxicidade e
observar o perfil de liberacdo controlada do OELS. Bem como aprimorar o
desenvolvimento do gel in situ, para melhorar as caracteristicas de estabilidade e
administracdo. No entanto, os resultados aqui expostos sao promissores e
justificam a relevancia de pesquisas visando o desenvolvimento de formulacdes
inovadores carreadas com OEs isoladamente ou em associagdo com drogas como

ferramenta no tratamento de ISCs.
4. CONCLUSAO

A encapsulacdo do OELS em um gel in situ de P407+Quitosana conferiu
caracteristicas de potencial mucoadeséo e estabilidade, promoveu protecdo aos
constituintes volateis do 6leo essencial, e potencializou a atividade antimicrobiana
do OELS contra S. aureus, E. coli, e C. albicans. Os géis in situ, por se
apresentarem em solucéo a temperaturas amenas (<20°C), podem ser aplicados
topicamente em spray para formarem uma pelicula de gel mucoadesiva em
temperatura corporal. Essa forma de aplicacdo pode oferecer vantagens, como
facilidade de aplicacdo, podendo alcancar areas de dificil acesso na cavidade

bucal, realizar a liberacao localizada e controlada do OELS, resistir por um maior
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tempo aderido & mucosa e fornecer uma camada protetora de atritos, reduzindo a

dor e o desconforto causados por lesdes cirurgicas.

Contribuicbes dos autores: Dantas MVO: Conceitualizacdo, Metodologia e
Redacdo; Bonan PRF:. Metodologia, Revisdo e Supervisdo; Sampaio FC:
Metodologia, Revisdo e Supervisdo. Todos os autores leram e concordaram com a

versao publicada do manuscrito.

Conflitos de interesse: Os autores declaram nao haver conflito de interesse.
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5. CONCLUSAO

A encapsulacdo do OELS em um gel in situ de P407+Quitosana conferiu
caracteristicas de potencial mucoadesao e estabilidade, promoveu protecdo aos
constituintes volateis do 6leo essencial, e potencializou a atividade antimicrobiana
do OELS contra S. aureus, E. coli, e C. albicans. Os resultados aqui expostos sao
promissores e justificam a relevancia de pesquisas visando o desenvolvimento de
formulagdes inovadores carreadas com OEs isoladamente ou em associagao com

drogas como ferramenta no tratamento de ISCs.
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