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Resumo
Introducdo: O uso do Oleo essencial da Chamomilla recutita, associado a
clorexidina, encapsulados em sistemas manométricos, pode ser uma Opc¢ao
promissora para o manejo de queimaduras por suas propriedades anti-inflamatoria,
antimicrobiana e cicatrizante. Objetivo: analisar a composicdo quimica do 6leo da
Chamomilla recutita e avaliar suas propriedades anti-inflamatéria e cicatrizante in
silico, incorporar esses ativos em Carreadores Lipidicos Nanoestruturados (CLN),
caracterizar o nanossitema e avaliar suas propriedades antimicrobianas in vitro.
Métodos: Foi realizada a analise de composicdo do 6leo essencial por meio da
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM), avaliada a
atividade anti-inflamatoria e cicatrizante do a-bisabolol in silico por meio do docking
molecular. Os CLN foram desenvolvidos e realizados estudos de pré-formulacao,
analise do tamanho, indice de polidispersédo, potencial zeta, Espectroscopia no
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) e atividade antimicrobiana in vitro.
Resultados: o a-bisabolol foi o principal constituinte do 6leo. O docking molecular
demonstrou predi¢éo de afinidade do a-bisabolol para os alvos avaliados. O estudo
de pré-formulagdo permitiu a previsdo de boas caracteristicas estruturais. Foram
observadas particulas entre 86.8 e 257.8 nm e potenciais zeta entre -12.3 a +12.7. O
FTIR confirmou a encapsulacdo dos ativos e foi observada acdo antimicrobiana
potencializada dos mesmos quando encapsulados. Concluséo: Foi possivel o
desenvolvimento de um novo sistema para o encapsulamento do 6leo da Camomila

e da Clorexidina com particulas dentro da escala nanométrica e atividade



antimicrobiana in vitro potencializada, tendo seu uso visto como promissor no
manejo de queimaduras e prevencao de infecgbes secundarias.

Palavras - chave: Queimaduras; Nanotecnologia; Camomila; Clorexidina.

\

Abstract

Introduction: The use of Chamomilla recutita essential oil, associated with
chlorhexidine, encapsulated in manometric systems, may be a promising option for
the management of burns due to its anti-inflammatory, antimicrobial and healing
properties. Objective: To analyze the chemical composition of Chamomilla recutita
oil and evaluate its anti-inflammatory and healing properties in silico, to incorporate
these actives in nanostructured lipid carriers (NLC), to characterize the nanosystem
and to evaluate its antimicrobial properties in vitro. Methods: The essential olil
composition was analyzed by gas chromatography coupled to mass spectrometry
(GC-MS), and the anti-inflammatory and healing activity of a-bisabolol was evaluated
in silico by molecular docking. CLNs were developed and pre-formulation studies,
size analysis, polydispersity index, zeta potential, fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR) and in vitro antimicrobial activity were performed. Results: a-
bisabolol was the main constituent of the oil. Molecular docking demonstrated affinity
prediction of a-bisabolol for the evaluated targets. The pre-formulation study allowed
prediction of good structural characteristics. Particles were observed between 86.8
and 257.8 nm and zeta potentials between -12.3 to +12.7. FTIR confirmed the
encapsulation of the actives and it was observed potentiated antimicrobial action of
them when encapsulated. Conclusion: It was possible to develop a new system for
the encapsulation of Chamomile oil and Chlorhexidine with particles within the
nanometric scale and potentiated antimicrobial activity in vitro, and its use is seen as
promising in the management of burns and prevention of secondary infections.

Keywords: Burns; Nanotechnology; Chamomile; Chlorhexidine.



1. INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as queimaduras sdo um
problema de saude global, sendo responsavel por cerca de 180.000 mortes por ano
[1,2]. Estas podem ser classificadas de acordo com seu grau de acometimento e
complexidade do tratamento em de 1°, 2°e 3° grau, sendo as de 1° grau restritas a
epiderme, as de 2° grau até a regido da derme, e as de 3° grau gque ultrapassam a
derme podendo alcancar estruturas subjacentes [3,4].

O tratamento das queimaduras se mostra desafiador, em decorréncia ndo s6
das lesdes apresentadas, mas também pelas complicagBes associadas [5]. Segundo
Fernandes (2012)[5], a complicacdo mais comumente observada em criancas e
adolescentes vitimas de queimaduras durante o periodo de internacdo em unidade
hospitalar foi a infeccédo secundéria (12,1% dos pacientes).

Nesse contexto, os produtos naturais surgem como uma linha de manejo aos
pacientes vitimas de queimaduras. A Chamomilla recutita, conhecida popularmente
como camomila alemd, € utilizada ha séculos em decorréncia de suas funcbes
antiespasmadica, anti-inflamatoria sedativa, antimicrobiana e antifungica; sendo o (-)
-a-bisabolol um dos grandes responsaveis pelas acdes anti-inflamatéria e
antiespasmadica[6]. Os Oleos essenciais extraidos da Camomila contém inimeros
compostos com propriedades bioativas, tais como monoterpenos, sesquiterpenos,
triterpenos e acidos graxos [7].

Ainda levando em consideracao as infeccbes secundarias como as principais
complicacBes associadas as queimaduras, o uso de um agente antimicrobiano de
seguranca biologica bem estabelecida, com boa substantividade e de baixo custo
como o digluconato de clorexidina somado ao uso da camomila, poderia corroborar
com o potencial antimicrobiano, reduzir sua posologia e consequentemente sua
possivel citotoxicidade [8—10].

A aplicacdo tépica da Camomila, em sua forma oleosa, e da Clorexidina
apenas em seu veiculo convencional, com tamanhos moleculares micrométricos,
tém efeito transitério, menor biodisponibilidade, penetracéo, retencdo e tempo de
contato. Em contrapartida, a incorporacdo dessas substancias em Carreadores
Lipidicos Nanoestruturados (CLN) permite o controle da liberacdo de ativos,

manutencdo das caracteristicas fisico-quimicas dos mesmos e, devido as suas



dimensbes, podem assegurar melhor penetracdo e retencdo na superficie de
aplicacéo [8,11-13].

Assim, o presente estudo objetivou avaliar in silico o potencial anti-
inflamatoério e cicatrizante do a-bisabolol, incorporar o 6leo da C. recutita e a
clorexidina em CLN, caracterizar fisico-quimicamente o nanossitema e avaliar in vitro

suas propriedades antimicrobianas.

2. METODOS

2.1. Caracterizacdo do o6leo de C. recutita por meio da cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

A composicdo quimica do Oleo da C. recutita foi determinada por
cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massas 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 30
mm (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 80 minutos e o volume de
injecdo foi de 1,0 pL. A identificacdo dos constituintes foi realizada por meio de
busca de dados encontrados na literatura e biblioteca do equipamento (Bancos de
Dados: NIST2008 | NIST2008+Shimadzu | FFNSC 1.3).

2.2. Caracterizacdao in silico através do docking molecular do a-bisabolol

As estruturas do a-bisabolol (CID: 1549992) e dos farmacos padrdes
(Ibuprofeno — CID: 3672, desoximetasona — CID: 5311067 e sulfadiazina — CID:
5215) foram baixadas do banco de dados de estruturas quimicas PubChem
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov).

Os alvos 6Y8M (Fragmento de biquinina ligado a Interleucina 1B), 2AZ5
(Estrutura cristalina do TNF-a com um inibidor de molécula pequena), 1CX2
(ciclooxigenase-2 complexada com um inibidor seletivo), 1KVO (fosfolipase a2

humana complexada com um substrato andlogo altamente potente), 1SVC
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(homodimero nfkb p50 ligado ao dna), 4KIK (IkB quinase beta humana), 1FLT
(VEGF em complexo com dominio 2 do receptor FLT-1 [fator de crescimento
endotelial vascular]), 6B8Y (dominio de quinase tipo 1 do receptor TGF-B (T204D)
em complexo com N-(3-fluoropiridin-4-il)-2-[6-(trifluorometil)piridin-2-il]-7H-pirrolo[2,3-
d Jpirimidin-4-amina [Fator de crescimento transformador beta) e 1Q7D (Estrutura do
peptideo de colageno de ligagdo a integrina alfa2betal [colageno a1), foram
baixados do Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) por meio
dos seus respectivos IDs, em formato PDB. Seus ligantes e os receptores foram
submetidos ao docking molecular utilizando o Molegro Virtual Docker, versédo 6.0.1
(MVD)[14]. As proteinas e as estruturas do ligante foram preparadas usando as
configuracbes padrdes contidas no pacote do software (funcdo Score: MolDock
Score; avaliacdo Ligand: Internal ES, Internal Hbond, Sp2-Sp2 Torsions, todas
verificadas; Number of runs: 10 execucgfes; algoritmo: MolDock SE; interacdes
méaximas: 1500; tamanho maximo da populacéo: 50; etapas maximas: 300; fator de
distancia do vizinho: 1,00; nimero maximo de poses retornadas: 5).

As estruturas do ligante e receptor foram preparadas no software PyRx 0.9.
Uma caixa de grade tridimensional com 50, 44 e 50 pontos para X, y € z com um
espacamento de 0,375A foi criada. O procedimento de acoplamento foi realizado
usando uma GRID de 15A° em raio e resolucdo de 0,30. As simulacbes de
acoplamento foram realizadas no software AutoDock 4.2. As moléculas foram salvas
no formato PDB usando o software Molegro. Todos os outros parametros seguiram
as configuracdes padrédo do AutoDock 4.2.

Os resultados para cada calculo foram analisados com o intuito de se obter os
menores valores de energia de afinidade (Kcal/mol) para cada conformacédo do
ligante em seu respectivo complexo, correspondendo aos complexos mais estaveis.

As imprecisfes da estrutura foram ignoradas nos célculos.

2.3. Desenvolvimento dos carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN)

2.3.1. Materiais utilizados

Diestearato de (glicerila (Precirol ATO5 I®, marca); Macrogolglycerol
ricinoleate 35 (Cremophor® EL, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA); Lipidios de cadeia
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média (MCT, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA); Polioxietileno (80) monoleato de
sorbitano (Polisorbato 80, Tween® 80; Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA); Agua
ultrapurificada (Mili-Q® A-10; Merk Millipore, Darmstadt, Alemanha); Cloreto de
sédio P.A (Dinamca®); 6leo essencial de Camomila alema (Chamomilla recutita)
com método de extracdo por CO2 super critico (Laszlo aromatologia®, Belo
Horizonte, MG, Brasil), Clorexidina (Dinamica®).

2.3.2. Desenvolvimento

Os CLN foram desenvolvidos utilizando-se a técnica de emulsificacdo a
guente seguida de sonicacédo ultrassonica a partir da confeccéo de duas fases, uma
oelosa (Precirol®, Cremophor® EL e MCT) e uma fase aquosa (agua Mili-Q® e
Tween 80). As duas fases foram esquentadas em placas de aquecimento até
ultrapassarem 5-10°C do ponto de fusdo dos Oleos (£70°C), em seguida a fase
aguosa foi vertida sobre a fase oleosa, logo ap6s, com a mistura ainda quente,
foram levadas para o sonicador ultrassénico (Ultronique®, Indaiatuba-SP) por 2 min

em amplitude de 60 Hz.

Figura 5. llustragdo esquematica do desenvolvimento dos CLN.

Fase oleosa Fase aquosa § %

':1 5-10 °C do ponto de
fus&o dos 6leos

o
- -

2 min e poténcia de
60 hz

a) Confeccdo de duas fases, uma oleosa e uma fase aquosa; b) As duas fases foram aquecidas

em banho Maria até ultrapassarem 5-10°C do ponto de fusé@o dos 6leos; ¢) Em seguida, a
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fase aquosa foi vertida sobre a fase oleosa; d) A mistura ainda quente foi sonicada em

sonicador ultrassénico por 2 min em poténcia de 60 Hz.

2.4. Estudos de pré-formulacdo dos CLN

Os estudos de pré-formulagdo foram realizados a partir da confeccao de 5
grupos com concentracdes de lipidios e tensoativos diferentes. O propésito foi
avaliar as concentracdes ideais de lipideos solidos e liquidos, constituintes da matriz
dos CLN e observar possiveis interacbes fisico-quimicas e cristalinidades dos
lipideos.

Apés a confeccao, as formulagbes que apresentaram aspecto macroscopico
ideal: fluidas e homogéneas, foram analisadas pela técnica de espalhamento de luz
dindmico e mobilidade eletroforética associada a equacdo de Henry (DLS)
(Zetasizer® nano ZS90, Malvern instrumentos, S&o Paulo, Brasil) através dos
parametros: tamanho das particulas (D), indice de polidispersdo (PDI) e potencial
zeta (PZ). As amostras foram previamente diluidas com agua Mili-Q em propor¢cdes
gue variaram de 1:100 a 1:500 e as analises foram realizadas em triplicata.

A tabela 1 descreve os lipidios, solventes e tensoativos, bem como, as

concentragdes utilizadas em cada grupo.

Tabela 1. Concentracdes de lipidios, solventes e tensoativos nas 5 formulacdes teste de CLN.

Componentes Formulacdes

Fase Oleosa (FO, mg) 1 2 3 4 5
Precirol 100 100 50 150 100
Cremophor EL 50 50 50 50 100
MCT 100 300 100 200 300
Fase aquosa (FA, mg)

Tween 30 30 30 30 50
Agua Milli-g (gsp-2mL) 1720 1520 1770 1570 1450

MCT: Lipidios de cadeia média (lipidio liquido).

2.5. Desenvolvimento das formulagdes de CLN com O6leo essencial da C.

recutita e Clorexidina
13



Para o desenvolvimento das formulagbes com os ativos, foi removido o MCT
e adicionada a mesma quantidade deste de 6leo essencial da C. recutita e/ou
Clorexidina. As formulagcbes foram desenvolvidas pela mesma técnica de
emulsificacdo a quente seguida de sonicagdo ultrassénica j& descrita no topico 2.3.2
e seguindo as concentracdes observadas como as melhores, segundo o estudo de

pré-formulacao.

2.6. Determinacdo do tamanho, indice de polidispersdo e potencial zeta dos
CLN carreados com Gleo essencial da C.recutita e clorexidina

O D e o PDI foram determinados utilizando a técnica de espalhamento de luz
dindmico (DLS), através do Zetasizer® nano ZS90 (Malvern® instrumentos, S&o
Paulo, Brasil), equipado com um raio laser de 633 nm, com espalhamento éptico fixo
a 90°, utilizando cubeta descartavel de poliestireno de 10 mm. Amostras foram
diluidas utilizando agua Milli-Q® e 3 medicbes foram realizadas a 25°C.

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo[15]. Para
determinacao do potencial eletrocinético ou PZ, foi realizada a técnica da mobilidade
eletroforética associada a equacado de Henry, onde as amostras foram diluidas em
uma solucdo de cloreto de sédio a 1 mM e inseridas em cubeta descartavel de
policarbonato DTS 1060C. Foram feitas 3 determinacdes para cada andlise. Os

resultados foram expressos por meio da média + desvio padrao.

2.7. Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A analise de FTIR foi utilizada com o objetivo de avaliar possiveis interacfes
entre os compostos das formulagbes e comprovar a incorporacdo do 6leo de C.
recutita e da clorexidina nas formulacdes. Os espectros foram adquiridos em um
Espectrdmetro Spectrum 400 Perkin Elmer (Estados Unidos, Massachusetts)
acoplado com acessorio de Reflectancia Total Atenuada (ATR) equipado com cristal
de Zinco Selénio (ZnSe) em um intervalo de 4000-650 cm-1, 32 scans e com uma

resolucao de 4 cm-1.
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2.8. Concentracgao inibitéria minima (CIM) dos CLN e dos ativos livres contra

cepas de Candida albicans, Staphylococcus aureus e Escherichia coli

A técnica de microdiluicdo realizada com as cepas fungicas foi feita segundo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2002)[16], com algumas
modificacdes. A técnica realizada com as cepas bacterianas foi feita segundo a CLSI
(2012)[17]. A suspensédo de cepas de C. albicans (ATCC 60193) foi ajustada com
turbidez equivalente a 10®° UFC/mL, 530nm, abs 0,08-0,13. J4 as suspensdes
bacterianas foram ajustadas com turbidez equivalente a 5 x 108 UFC/mL, 625nm,
abs 0,08-0,10, e apo6s diluidas para concentracdo de 2,5. 10° UFC/mL, sendo
utilizadas cepas de S. aureus (ATCC 15656) e E. coli (ATCC 25922).

Para avaliacdo da atividade antifingica e antibacteriana por meio da técnica
de microdiluicdo, foram usadas placas de 96 pocos de fundo chato esterilizadas
contendo caldo Sabouraud dextrose (CSD) e caldo infus@o cérebro coracdo (BHI)
estéril, respectivamente. Posteriormente, foram inseridas as substancias em estudo,
0 Oleo da C.recutita (Laszlo aromatologia®, Belo Horizonte, MG, Brasil) e a
clorexidina (Dinamica®, Brasil) ndo encapsulados, seguido do processo de
microdiluicdo em série, proporcionando avaliagdo de concentragdes que iniciaram
em 100 pg/ml e finalizaram em 0,01 pg/ml. Na sequéncia, foram adicionados 0s
in6culos das cepas fangicas e bacterianas.

Nistatina (Sigma-Aldrich®, Sao Paulo, Brasil) e clorexidina ndo encapsulada
(Dindmica®, Brasil) na concentragcdo de 0,12%, foram utilizadas como controles
positivos. As formulacdes sem os ativos também foram testadas para observar se as
mesmas apresentavam resposta. Foi realizado controle de viabilidade das cepas e
de esterilidade do meio de cultura. As placas para avaliacdo de atividade antifingica
foram incubadas por 48h a 35°C e para a atividade antibacteriana, por 24 horas a
37°C. Os testes foram realizados em triplicata.

O resultado da CIM contra a cepa fungica foi dado a partir da leitura visual
apos adicdo do corante TTC (2,3,5-trifenil tetrazolio cloreto - Sigma-Aldrich)
(DESWAL; CHAND, 1997). Ja contra cepas bacterianas, as CIMs foram
determinadas visualmente através da oxidacao-reducdo do indicador resazurina
(0,1%) (Sigma-Aldrich®, Sao Paulo, Brasil).
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2.9. Avaliacdo do efeito de associacdo do Oleo essencial da Camomila e

clorexidina

Para a formulacdo combinada, ou seja, com a presenca dos dois compostos,
foi avaliado o efeito de associacdo dos mesmos, determinado a partir do método da
derivacéo do Indice da Concentracao Inibitoria Fracionada (ICIF)[18,19].

O ICIF foi calculado através da soma do CIFA + CIFB (CIFA = Concentracao
Inibitéria Fracionada de um dos compostos; CIFB = Concentracdo Inibitoria
Fracionada de um dos compostos). O CIFA foi calculado através da relacdo CIMA
combinado/CIMA isolado, enquanto o CIFB foi calculado através da relacdo CIMB
combinado/CIMB isolado. Este indice foi interpretado da seguinte forma: sinergismo
(ICIF £ 0,5), antagonismo (ICIF > 4,0) e indiferenga (0,5 < ICIF < 4)[18,19].

3. RESULTADOS

3.1. Caracterizacdo do 6leo essencial da Camomila por meio da cromatografia

gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

A CG-EM foi usada para tipificacdo dos compostos presentes no Oleo
essencial da C.recutita. Oleos dessa espécie ja foram tipificados em outros
trabalhos, porém é de suma importancia realizar essas analises, principalmente em

Oleos vegetais, ja que estes apresentam grande variabilidade composicional.

1138411

16




Figura 2. Cromatograma do 6leo essencial de Camomila por CG-EM

Componente Tempo de Area (%)

exposicdo (min) Tabela 2. Principais
Farneseno 25 279 2.06 constituintes do O6leo de
B-bisabolol 28.278 0.28 Camonmila obtido  por CG-
a-bisabolol 38.411 81.86 =M.
Pentacosano 68.386 1.22
a- tocoferol 75.866 0.16
Squalene 78.990 0.07

A Figura 2 apresenta o cromatograma total apds andlises do 6leo em questéao
por CG-EM, revelando a presenca de um pico principal

O pico principal apresentou tempo de retencdo em 38,411 min, sendo
identificado como a-bisabolol pela biblioteca de lipidios (Tabela 2), que também se
apresentou como o principal constituinte do 6éleo essencial de Camomila (area de
81,86%).

3.2. Caracterizacdao in silico através do docking molecular do a-bisabolol

Analisaram-se comparativamente, por meio da ancoragem molecular, os
valores das energias de ligagao do a-bisabolol, assim como, dos farmacos padrdes
para o tratamento de queimaduras (cicatrizantes e anti-inflamatorios). Sendo todas
essas substancias acopladas separadamente com o0s seus principais alvos
moleculares.

Na Tabela 3 observam-se os resultados das substancias acopladas com trés

alvos envolvidos na cicatrizacdo e com 0s seis envolvidos na resposta inflamatoria.
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O estudo de docking molecular do a-bisabolol para os alvos envolvidos na
resposta inflamatéria apresentou valores negativos de energia de ligacdo, sendo
eles: 6Y8M (Fragmento de biquinina ligado a Interleucina 1B), 2AZ5 (Estrutura
cristalina do TNF-a com um inibidor de molécula pequena), 1CX2 (ciclooxigenase-2
complexada com um inibidor seletivo), 1KVO (fosfolipase a2 humana complexada
com um substrato anoélogo altamente potente), 1SVC (homodimero nfkb p50 ligado
ao dna) e 4KIK (IkB quinase beta humana), com valores de ligacdo de -62.64; -
86.81; -81.30; -44.20; -82.03 e -75.65 Kcal/mol, respectivamente. O lbuprofeno
apresentou valores negativos de energia de -61.74; -84.99; -68.97; -72.55 e -68.40
Kcal/mol, para os alvos 6Y8M, 2AZ5, 1CX2, 1SVC e 4KIK, respectivamente. Ja a
Desoximetasona apresentou valores negativos de energia de -59.96; -89.76; -89.74;
-45.97; -81.15 e -69.80 para os alvos 6Y8M, 2AZ5, 1CX2, 1KVO, 1SVC e 4KIK,
respectivamente.

O a-bisabolol também apresentou valores negativos de energia de ligacdo
para todos os alvos evolvidos no processo de reparo que foram avaliados, indicando
afinidade com os mesmos, sendo eles: 1FLT (VEGF em complexo com dominio 2 do
receptor FLT-1 [fator de crescimento endotelial vascular]), 6B8Y (dominio de quinase
tipo 1 do receptor TGF-B (T204D) em complexo com N-(3-fluoropiridin-4-il)-2-[6-
(trifluorometil)piridin-2-il]-7H-pirrolo[2,3-d ]pirimidin-4-amina [Fator de crescimento
transformador beta) e 1Q7D (Estrutura do peptideo de colageno de ligacdo a
integrina alfa2betal [colageno a1), com valores de energia de -81,85; -90.55; -68,02
Kcal/mol, respectivamente. A sulfadiazina, utilizada como padrdo e controle dessa
analise para o processo de reparo, apresentou energias de ligacdo para os alvos
avaliados de -76.59; -92.70 e -65.79 Kcal/mol, respectivamente.

LigacBes formadas entre atomos apolares e pontes de hidrogénio (formadas
entre atomos polares) com residuos de aminoacidos em comum foram observadas
para o a-bisabolol em todos os alvos envolvidos no processo inflamatorio e de
reparo avaliados, com excessdo do alvo 2AZ5 (TNF-a), que apresentou apenas
ligaces estéricas com residuos de aminoacidos em comum (Figura 3).

Os farmacos padrdes também apresentaram ligacdes entre atomos apolares
e pontes de hidrogénio com residuos de aminoacidos em comum para todos os

alvos avaliados.
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Além disso, pode-se observar melhor afinidade de ligagdo do a-bisabolol
quando comparado ao lbuprofeno para todos os alvos referentes a resposta
inflamatoria em que os dois foram avaliados (6Y8M, 2AZ5, 1CX2, 1SVC e 4KIK),
bem como, melhor afinidade do a-bisabolol quando comparado a desoximetasona
para os alvos 6Y8M, 1SVC e 4KIK, e valores semelhantes para os demais alvos
avaliados. Ainda foi observada melhor afinidade de ligagdo do a-bisabolol para os
alvos referentes ao processo de reparo VEGF e TGF—f, quando comparado a

sulfadiazina.
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Tabela 3. Valores energia de ligacdo para os compostos estudados e os alvos: 6Y8M (Fragmento de

biquinina ligado a Interleucina 1), 2AZ5 (Estrutura cristalina do TNF-a com um inibidor de molécula

pequena), 1CX2 (ciclooxigenase-2 complexada com um inibidor seletivo), 1KVO (fosfolipase a2

humana complexada com um substrato andlogo altamente potente), 1SVC (homodimero nfkb p50

ligado ao dna), 4KIK (IkB quinase beta humana), 1FLT (VEGF em complexo com dominio 2 do

receptor FLT-1 [fator de crescimento endotelial vascular]), 6B8Y (dominio de quinase tipo 1 do
receptor TGF-B (T204D) em complexo com N-(3-fluoropiridin-4-il)-2-[6-(trifluorometil)piridin-2-il]- 7H-

pirrolo[2,3-d ]pirimidin-4-amina [Fator de crescimento transformador beta) e 1Q7D (Estrutura do

peptideo de colageno de ligacéo a integrina alfa2beta1 [colageno a1]).

Farmacos Alvos de inflamagéo Alvos de reparo
6Y8M 2AZ5 1CX2 1KVO 1SVC 4KIK 1IFLT 6B8Y 1Q7D
a-bisabolol -62.64 -86.81 -81.30 -44.20 -82.03 -75.65 -81.85 -90.55 -68.02
Ibuprofeno -61.74 -84.99 -68.97 - -72.55  -68.40 - - -
Desoximetasona -59.96 -89.76 -89.74 -4597 -81.15 -69.80 - - -
Sulfadiazina - - - - - - -76.59 -92.70 -65.79
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) fem)

Figura 3. Mapa de interagBes entre o composto CNM com os alvos em estudo. a) Interacdo a-
bisabolol/6Y8M; b) Interacdo a-bisabolol/2AZ5; c) Interacdo a-bisabolol/1CX2; d) Interacdo a-
bisabolol/1KVO; e) Interacdo a-bisabolol/1SVC; f) Interacdo a-bisabolol/4KIK; g) Interacdo a-
bisabolol/1FLT; h) Interacao a-bisabolol/6B8Y; i) Interagdo a-bisabolol/1Q7D.
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3.3. Desenvolvimento dos CLN

O desenvolvimento dos CLN seguiu a metodologia de emulsificacdo a quente
seguido por sonicacao ultrassdnica em todas as etapas do estudo. A encapsulacao
dos lipidios através desse sistema proporcionou CLN com aspecto macroscopico
ideal: fluidos e homogéneos.

3.4. Estudos de pré-formulacdo do CLN

Os grupos foram submetidos a avaliacdo do espalhamento de luz dindmico
para determinacdo da distribuicdo e do tamanho das particulas. O PZ foi avaliado
através da mobilidade eletroforética associada a equacédo de Henry. Os resultados

estao descritos na tabela 4.

Tabela 4. Resultados obtidos em relacdo ao tamanho, indice de polidispersdo e potecial zeta
para as 5 formulacdes teste.

Formulagdes D (nm) PDI Pz
Formulacéo 1 202.7 £52.3 0.184 +0.1 -11.8+4.3
Formulacéo 2 2242 +43.2 0.14+0.1 -179+5
Formulacao 3 265.6 £ 90 0.29 £ 0.05 -13.4+4.7

Formulagéo 4 238.4 +£34.2 0.094 +0.03 -19.4+3.2
Formulacéo 5 441.5 £ 67.3 0.484 + 0.05 -13.8 £ 3.7

D: Diametro médio das particulas; PDI: indice de Polidisperséo; PZ: Potencial Zeta.

Ao comparar o grupo 2 (300mg de MCT) com o grupo 1 (100 mg de MCT), a
guantidade de MCT pareceu contribuir com um PDI menor e PZ maior, que indicam
uma maior homogeneidade e estabilidade das moléculas. No entanto, também
demonstrou um pequeno aumento no tamanho das particulas. Comparando o grupo
3 com o grupo 4, que além de diferirem na quantidade de MCT, também diferiram na
guantidade do Precirol, pode-se observar que uma maior quantidade dos dois
(Grupo 4/ 150 mg de precirol e 200 mg de MCT) corroborou com a diminuicdo do
tamanho das particulas, do PDI e aumento do potencial zeta. A maior quantidade de
Tween observada no grupo 5 (50 mg) pareceu interferir negativamente no tamanho

das particulas, na homogeneidade e no PDI da formulacao.
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3.5. Desenvolvimento das formulacdes de CLN com 6leo essencial da

Camomila e Clorexidina

O estudo de pré-formulacdo indicou que as melhores concentracbes dos
componentes das formulag¢des seriam: 100mg/ml dos ativos ou MCT (grupo controle)
e 75mg/ml de Precirol® ATO5, 15 mg/ml de Tween 80® e 25 mg/ml de cremophor. A
tabela 5 descreve a concentracdo do lipidio liquido (MCT) e solido (precirol),
tensoativo (Tween 80®) e farmacos utilizadas na confec¢do das formulacdes de
CLN.

tabela 5. ConcentracBes dos componentes paras as formulacdes de CLN com 6leo essencial de

Camomila e Clorexidina.

FORMULACOES | PRECIROL | CREMOPHOR MCT TWEEN | CLOREXIDINA | CAMOMILA
80
FOC 75mg/ml 25mg/ml 100mg/ml | 15mg/ml
CX 100 75mg/ml 25mg/ml - 15mg/mi 100mg/ml
CXCM 50/50 75mg/ml 25mg/ml - 15mg/mi 50mg/ml 50mg/ml
CM 100 75mg/ml 25mg/ml - 15mg/ml 100mg/ml

CX 100: Formulacdo com 100 mg/ml de clorexidina; CXCM 50/50: Formulagdo com 50 mg/ml de
clorexidina e 50 mg/ml de camomila; CM 100: Formulacdo com 100 mg/ml de camomila; FOC:

Formulacao controle; MCT: Lipidios de Cadeia Média.

As formulagbes desenvolvidas seguindo a metodologia proposta de
emulsificacdo a quente seguida de sonicacao ultrassénica, demostraram aspecto

macroscopico ideal, como leitosas e homogéneas.
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FOC CX100 CM 100 CXCM50/50

Figura 4. Aspecto macroscopico das formulacdes.

FOC: Formulagéo controle; CX 100: Formulagcdo com 100 mg/ml de clorexidina; CM 100: Formulagéo
com 100 mg/ml de camomila; CXCM 50/50: Formulagdo com 50 mg/ml de clorexidina e 50 mg/ml de

camomila.

3.6. Determinacdo do tamanho, indice de polidispersdo e potencial zeta dos

CLN carreados com 6leo essencial de C.recutita e Clorexidina

As solugdes foram submetidas ao método do espalhamento de luz dindmico
(DLS) para determinacdo do D e o PDI das particulas. Para o PZ, o mesmo foi
avaliado através da mobilidade eletroforética associada a equacdo de Henry. Os

resultados estdo listados na tabela 6.

Tabela 6. Resultado de andlise no DLS das formulag6es otimizadas em relagédo ao D, PDI e PZ.

FORMULACOES D PDI PZ
CX 100 86.88 + 44 0.223+ 3.6 +11.5+0.6
CXCM 50/50 257.8 + 39 0.207 +4.6 +12.7+1.6
CM 100 242.9 + 83 0.511+7.3 -4.97+0.4
FC 208.9 + 32 0.166 + 6 -12.3+0.6

D: Diametro médio das particulas; PDI: indice de Polidispersdo; PZ: Potencial Zeta; CX 100:
Formulacdo com 100 mg/ml de clorexidina; CXCM 50/50: Formula¢gdo com 50 mg/ml de clorexidina e

50 mg/ml de camomila; CM 100: Formulagdo com 100 mg/ml de camomila; FC: Formulag&o controle.
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Percebe-se que a adicao de camomila nas formulagbes corroborou com um
maior tamanho das particulas e indice de polidispersdo. J& a Clorexidina agiu de
forma contraria, visto que em sua maior concentracdo houve uma diminuicdo do
tamanho das particulas e do indice de polidispersdo. Na formulacdo com os dois
ativos o D das particulas e o PDI se encontraram em equilibrio, com bons valores. Ja
em relagdo ao PZ, a adicdo da Clorexidina o deixou catidnico, provavelmente em
decorréncia dos seus dominios polares, o que pode favorecer o uso dessa
formulacdo também em mucosa, visto que o carater catidbnico pode prover a

mucoadesao.

3.7. Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Na Figura 5a, observa-se os espectros dos compostos isolados presentes
nos CLN. Em relacdo ao 6leo de Chamomilla recutita, as bandas no intervalo
~1210-900 cm—1 sao atribuidos ao a-bisabolol, ja que os alcoois terciarios tém um
estiramento C—-O diagnéstico em 1210-1100 cm-1 e estiramento C—C—C em ~900
cm-1. As bandas na regido ~ 1280~1630 cm-1 s&o atribuidas aos trechos C=C dos
alcenos (farneseno). O pico em 1740 cm ! é tipico para vibragcdes C=0 de terpenos
e terpendides. Uma banda larga registrada na faixa de 3600 a 3000
cm ~ corresponde a grupos —OH de fendis e alcoois. Dois picos em 2850 cm ‘e
2920 cm ! foram atribuidos a vibragGes de estiramento de grupos alifaticos
simétricos e assimétricos [20—-22].

Ao se analisar o espectro da clorexidina, observou-se uma banda larga na
regido entre 3700 e 2800 cm™, que se referiu as vibracdes de estiramento de grupos
aminos (N-H) presentes na estrutura da mesma, assim como da sobreposicdo da
banda referente ao grupo hidroxila (O-H) referente a agua, por estar em solugéo
aguosa. Vibracdes de C=C dos anéis aromaticos e de C-H que compde a clorexidina
também se apresentaram no espectro da mesma, porém apareceram sobrepostas
nesta mesma regido. Na regido compreendida entre 1630~1650 cm pode-se
observar uma pequena banda correspondente a deformacdo angular simétrica do
plano como também dobramentos dos grupos aminos e hidroxilas. Na regido entre

1485 e 1445 cm™ apareceram as bandas referentes a deformacdo de grupos CHo.
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Entre 1100 e 1000 cm™ observa-se um pequeno pico referente a vibracdo Ar-Cl
(cloro ligado ao anel aromatico) [23].

O espectro referente ao Tween-80 tém picos caracteristicos em 2845 cm™
(estiramento CH2), 2920 cm™ (estiramento CH3), 1098 cm™ (estiramento C-O-C) e
uma banda mais larga em 3360 cm™? devido a grupos OH, além de bandas de
absorcéo devido ao estiramento de C=0 em 1732 cm™ [24].

Para o MCT foram observadas uma banda em 2926 cm ! atribuida ao
estiramento CH e a banda de absor¢do muito pequena entre 1715-1730
cm ! caracteristica do estiramento C=0 para ésteres, bandas entre 1.470 - 1.430
atribuida ao estiramento CH2, bandas entre 1.200 - 1.050 atribuidas a C-O de
alcoois e banda entre 730 - 675 que podem ser referentes a -CH=CH- C-H fora do
plano [25].

Para o Cremophor EL foram registradas uma banda larga em 3436 cm ~! para
0 grupo —OH, banda em 2926 cm ~! atribuida ao estiramento CH e a banda de
absorcdo pequena entre 1715-1730 cm ! caracteristica do estiramento C=0 para
ésteres, semelhante aos dados relatados na literatura [26].

O precirol exibiu bandas de absor¢do em 1106~1300 cm ~! (estiramento C-O-
C), 1739 cm ! (estiramento C-N), 2800~3000 cm-1 (estiramento CH3 livre) e
3200~3466 cm ! (estiramento C=0 e N-H) [27,28].

Ao se observar os espectros das formulacdes na Figura 5b, observa-se
similaridade entre os mesmos com as bandas caracteristicas do precirol (lipidio
s6lido presente na composi¢do do CLN) em 1106~1300 cm ! (estiramento C-O-C),
1739 cm™ (estiramento C-N), 2800-3000 cm-1 (estiramento CH3 livre), e do
Tween 80 (tensoativo presente na superficie do CLN) em 1098 cm™ (estiramento C—
0O-C). As diferencas observados entre a formulacédo controle (FC) e as formulacdes
com os ativos (CM 100 e CXCM 50/50) sdao o maior alongamento na banda
observada em 1739 cm™ na formulagdo FC e estreitamento na banda 1106~1300
cm™ nas formulacdes com os ativos, indicando que é possivel uma interacéo
quimica entre os mesmos e o precirol. A formulacdo CX 100 apresenta a banda
entre 3700 e 2800 cm™? e a banda entre 630~1650 cm™ , referentes a clorexidina,
ambos relacionados a grupos aminos, compostos polares e catidnicos que pela
maior quantidade nessa formulacdo podem também ter reticulado a superficie

dessas particulas de forma mais forte e sensivel ao espectro do infravermelho.
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Contudo, a similaridade entre os espectros da formulacdo controle (FC), CM
100 e da formulacdo de interesse CXCM 50/50 e a supressao dos picos

Ci |
a) s, b) —FC
— Tween ——CM100
——— CX100
remophor
V W —— CMCX50/50
© ©
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caracteristicos dos ativos indica a encapsulacdo dos mesmos.

Figura 5. a) Espectros de FTIR dos componentes das formula¢cdes (Camomila, Clorexidina, Tween
80®, MCT, Cremophor e Precirol®); b) Espectros das formula¢des (FC, CM 100, CX 100 e CXCM
50/50).

3.8. Concentracao inibitéria minima (CIM) dos CLN e dos ativos livres contra
cepas de Candida albicans, Staphylococcus aureus e Escherichia coli

Os resultados da CIM para as formulacdes de CLN estdo descritos na tabela
7. A atividade antimicrobiana dos CLN foi avaliada pelo método de microdiluicao. A
formulacdo FC (formulacdo sem os ativos) ndo apresentou atividade antimicrobiana.
As formulagdes com os ativos inibiram o crescimento microbiano frente as cepas
avaliadas a partir da concentracéo de 0,02 pg/mL para a clorexidina e 8 ug/mL para
0 Oleo essencial de Camomila. Observou-se que ambos o0s ativos quando
encapsulados, demonstraram uma melhor atividade antimicrobiana. Notou-se, que
para S. aureus, C. albicans e E. coli a formulacdo com os dois farmacos
encapsulados apresentou melhor atividade quando comparada a Clorexidina
isolada.
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C.albicans, S.aureus e E.coli.

Tabela 7. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) das as formulacdes de CLN frente as cepas de

Formulagoes C.albicans S.aureus E.coli
CX 100 0,02 pg/ml 0,02 pg/ml 0,3 pg/ml
CXCM 50/50 0,02 pg/ml 0,04 pg/ml 0,7 pg/ml
(CX) (CX) (CX)
6 pg/ml 20 pg/ml 40 pg/ml
(CM) (CM) (CM)
CM 100 1560 pg/ml 6250 pg/mi AS
CAMOMILA SA SA SA
CLOREXIDINA 0,05 pg/ml 0,05 pg/ml 0,8 pg/mi
FC SA SA SA

SA: Sem Atividade; CX: Clorexidina; CM: Camomila; CX 100: Formula¢do com 100 mg/ml de
clorexidina; CXCM 50/50: Formulagdo com 50 mg/ml de clorexidina e 50 mg/ml de camomila; CM
100: Formulagdo com 100 mg/ml de camomila; FC: Formulag&o controle.

3.9. Avaliacdo do efeito de associacdo do Oleo essencial da Camomila e

Clorexidina

Os ICIF variaram de 1 a 2.3 (Tabela 8). Observou-se que nédo houve
antagonismo na associacdo, logo, o uso combinado dessas substancias nao

demonstra prejuizo em suas atividades antimicrobianas.

Tabela 8. indice de Concentragdo Inibitéria Fracionada (ICIF) derivado da combinagéo:

Camomila+Clorexidina.

Formulacéao Combinacdo C. albicans S.aureus E.coli

CXCM 50/50 Camomila+ 1 2 2,3

Clorexidina (indiferente) (indiferente) (indiferente)

Nota: Sinergismo: ICIF < 0,5; Indiferente: 0,5 < ICIF < 4; Antagonismo: > 4.
ICIF: indice da Concentracéo Inibitéria Fracionada; CXCM 50/50: formulagdo contendo 50mg/ml do

Oleo de Camomila e 50mg/ml de Clorexidina.

4. DISCUSSAO

Segundo Gad, EI-Rahman e Hamdy et. al. (2019)[8] o papel essencial das

nanoparticulas lipidicas sélidas esta em melhorar a penetracdo do 6leo de camomila
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através da barreira bioldgica e, portanto, acelerar a taxa de atividade de cicatrizacéo
de feridas. Isso foi confirmado por seu efeito de aumento na contracdo da area da
ferida, aumento do grau de reepitelizacdo, aumento da deposicdo de colageno,
arquitetura da pele, aumento da resisténcia a tracdo, aumento dos niveis de TGF-3 e
diminuic&o dos niveis de IL-1f3 e atividade de MMP-9.

E demonstrada semelhanca no observado na andlise do 6leo de Camomila
por CG-EM com o que é relatado pela literatua, sendo o a-bisabolol o composto
predominante e outros serquiterpenos, como por exemplo o farneseno e spathulenol
como compostos menores[29,30]. Foi observado a acdo desses compostos na
reducdo da formacdo de espécies reativas de oxigénios em neutrdéfilos, o que nos
mostra uma acdo antioxidante da Camomila[7]. Rocha et al. (2011)[31], relataram
qgue o (-) -a-bisabolol conseguiu reduzir a migracdo dos leucécitos em um processo
inflamatorio, extravasamento de proteinas e a quantidade de TNF-a (Fator de
Necrose tumoral a) e reducdo da degranulagéo de neutrdfilos.

Em relacdo a analise in silico por meio do docking molecular, foram
encontrados relatos com resultados semelhantes com afinidade desse composto
para os alvos avaliados (mediadores pro-cicatrizantes e inflamatorios). A literatura
confirma a relevancia da afinidade desse composto com alvos como o TGF- 3, que
promove angiogénese, migracdo de queratindcitos e contracdo da ferida, além
disso, desempenha um papel fundamental na fibrose, regulando positivamente a
formacdo da matriz extracelular (principalmente induzindo a producdo de colageno
por fibroblastos), bem como as citocinas pré-inflamatérias, como a interleucina-13
(IL-1B8) e o fator de necrose tumoral-a (TNF-a), que governam as atividades das
células imunes durante a regeneracao e afetam os queratindcitos e fibroblastos. As
citocinas inflamatorias podem ser cruciais nas fases iniciais da cicatrizacdo de
feridas porque promovem o recrutamento de leucdécitos [32—35].

Também foi observado no presente estudo um aumento no tamanho das
particulas com o aumento da concentracdo do 6leo da Camomila. Esse resultado é
sustentado por Alexander et al. (2012)[36], que verificaram que a adicdo de uma
droga hidrofébica gerou um aumento no ndcleo das nanoparticulas, logo a formacgéao
de particulas maiores deve estar relacionada a concentracdo da droga hidrofébica
utilizada, o que pode impactar diretamente no tamanho do nudcleo do CLN. No

entanto, mesmo com o acréscimo no tamanho das particulas com a incorporagéo do
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6leo de camomila, os CLN desenvolvidos apresentaram particulas menores (242.9 +
83) quando comparadas as desenvolvidas por Gad, EI-Rahman e Hamdy (2019)
(542,1 + 27,51)[8].

Os CLN com a Clorexidina (CX 100 e CXCM 50/50) apresentaram potencial
zeta catibnico (+11.5 + 0.6 e +12.7 + 1.6). Esse fato é relevante visto que o estudo
de Luo et al. (2011) [37], os autores relatam que um dos principais mecanismos de
mucoadesdo se da devido a presenca da carga superficial positiva das particulas
que irdo se atrair eletrostaticamente as moléculas de carga negativa de mucosas.
Os mesmos relataram que o potencial zeta cationico conferiu mucoadesividade e
capacidade de abertura transitéria das juncBes intercelulares epiteliais em
decorréncia do potencial elétrico de superficie positivo de suas nanoparticulas, o que
também pode corroborar com o0 aumento na penetracdo dessas nanoparticulas no
tecido alvo e conferindo aplicabilidade também em mucosas.

O resultado do FTIR comprova a encapsulacdo dos ativos e demonstra no
espectro da formulacdo CX100 que seus compostos polares podem ter reticulado as
particulas e anulado a anionicidade do Tween 80. Na formulacdo CMCX 100 a carga
superficial continua positiva, porém, as bandas referentes aos grupamentos aminas
da clorexidina ndo estdo visiveis, talvez devido a menor quantidade desse ativo
incluido e consequentemente menor intensidade e capacidade de absorver o
espectro infravermelho [38].

Neste estudo, os ativos encapsulados em CLN exibiram atividade
antibacteriana superior em comparagao aos ativos nao encapsulados, com valores
mais baixos para concentracdo inibitéria minima e concentracdes bactericida e
fungicida minimas. Esse comportamento pode ser decorrente da liberacdo
controlada do farmaco proporcionada pelo encapsulamento, que protege o principio
ativo de reacgfes quimicas e aumenta a biodisponibilidade por meio da formacédo de
uma barreira funcional que auxilia na manutencao das propriedades fisico-quimicas,
aumentando assim a biodisponibilidade e potencializando suas funcionalidades
terapéuticas [39,40].

Neste contexto, o processo de encapsulamento permite um acréscimo na
propor¢cdo dos compostos antimicrobianos presentes na composicdo dos ativos.
Esses poderiam ser facilmente perdidos caso n&do estivessem protegidos devido a

fatores como fotossensibilidade, oxidagdo ou hidrélise, além de ocasionar um
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aumento na capacidade de penetracdo desses compostos por aprisiona-los em
particulas de didametros nanométricos. Isso pode permitir uma melhor penetracdo e
direcionamento de farmacos na pele e mucosas, ou até mesmo em subestruturas,
como as células microbianas [13,40,41].

Ng et al. (2013) [42] também relatam que o encapsulamento dos ativos pode
aumentar a permeabilidade da membrana celular microbiana, bem como, produzir
poros em sua estrutura, facilitando assim a penetracdo dos compostos. Isso resultou
na morte dos microrganismos em concentracdes significativamente abaixo das
concentracbes bactericidas/fungicidas minimas dos ativos ndo encapsulados. Os
resultados da presente pesquisa com concentracdes inibitérias minimas inferiores
observadas nas formulacdes com a Clorexidina e 6leo essencial de camomila
encapsulados sdo corroborados com os estudos de Campos et al. (2020) [43]; Kubo
et al. (2018) [9]; Ocsoy et al. (2017) [44] e Dogru et al. (2017) [44].

5. CONCLUSAO

Com esse trabalho conclui-se que foi possivel o desenvolvimento de um novo
sistema para o encapsulamento do 6leo essencial e da Clorexidina com particulas
dentro da escala nanométrica e atividade antimicrobiana in vitro potencializada.
Esses resultados sdo promissores visando o manejo de queimaduras e prevencao
de infec¢cbes secundarias. Contudo, testes de citotoxicidade, avaliagdo da
estabilidade dessas formula¢cdes em um veiculo e sua aplicagdo em modelo in vivo,

ainda precisam ser realizados para posterior aplicacdo clinica.
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