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Pontes CS. Avaliagdo da incorporagao de Geraniol em nanoemulsdes e micelas:
caracterizacao, atividade antibiofilme e citotoxicidade [tese de doutorado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

Resumo

O objetivo deste trabalho foi sintetizar e caracterizar nanoemulsdes lipidicas (NEs) e
micelas (NMs) incorporadas com o composto natural geraniol (GE), e avaliar a
atividade antimicrobiana e citotoxica in vitro destas nanoparticulas sobre biofilmes de
microrganismos periodontopatogénicos e células NOk-SI. A NE foi constituida de 10%
de fase oleosa (colesterol), 10% de surfactantes [fosfatidilcolina de soja e
polioxietileno 20-cetil éter (Brij 58®), 1:2] e 80% fase aquosa (tampao fosfato). A NM
foi formulada com 5% de surfactantes (fosfatidilcolina de soja e Brij58®), 90 a 95% de
fase aquosa e 1% de geraniol. A incorporagao do geraniol foi realizada por sonicagéo
e as caracteristicas fisico-quimicas e estabilidade das nanoparticulas foram
analisadas apoés sua formulacdo e no periodo de 6 meses a 1 ano. Avaliou-se a
atividade antimicrobiana das nanoemulsdes contra cepas plancténicas de Candida
albicans (ATCC 90028), Streptococcus mutans (ATCC 25175), Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (JP2), e a atividade antibiofilme de C. albicans, S. mutans, e
biofilme misto de C. albicans e Staphylococcus aureus (ATCC 25923) sobre corpos
de prova de Titanio. Os resultados foram submetidos a ANOVA 1-fator com corregao
de Welch e pos teste de Games-Howell, com nivel de significancia de 5%. O geraniol
incorporado a nanoemulsao (GE-NE) e a micela (GE-NM) apresentaram tamanhos
médios de 230 nm e 93 nm, PDI de 0,155 e 0,151, respectivamente, com boa
estabilidade e homogeneidade apdés 6 meses a 1 ano de formulagdo. As
concentragbes acima de 300 ug/mL do GE e GE-NE foram citotoxicas e a GE-NM
reduziu 4 vezes o efeito citotdxico do GE comparado ao composto puro. Os resultados
indicaram uma atividade antimicrobiana das nanoemulsdes contra as cepas testadas,
mas apenas biofilmes de C. albicans sofreram reducéao significativa (6,3 Log 10) nas
concentragdes nao-citotdéxicas da GE-NE (< 300 ug/mL) e GE-NM (< 600 pg/mL).

Palavras-chave: Oleos volateis. Nanotecnologia. Biofiimes. Peri-implantite. Estudos
de viabilidade.



Pontes, CS. Evaluation of Geraniol incorporation in nanoemulsions and micelles:
characterization, antibiofilm activity and cytotoxicity. [Tese de doutorado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

Abstract

The objective of this work was to synthesize and characterize lipid nanoemulsions
(NEs) and micelles (NMs) incorporated with the natural compound geraniol (GE), and
to evaluate the in vitro antimicrobial and cytotoxic activity of these nanoparticles on
biofilms of periodontopathogenic microorganisms and NOKk-SI cells. The NE consisted
of 10% oil phase (cholesterol), 10% surfactants [soy phosphatidylcholine and
polyoxyethylene 20-cetyl ether (Brij 58®), 1:2] and 80% aqueous phase (phosphate
buffer). NM was formulated with 5% surfactants (soy phosphatidylcholine and Brij58®),
90 to 95% aqueous phase and 1% geraniol. The incorporation of geraniol was
performed by sonication and the physicochemical characteristics and stability of the
nanoparticles were analyzed after their formulation and in the period from 6 months to
1 year. The antimicrobial activity of the nanoemulsions was evaluated against
planktonic strains of Candida albicans (ATCC 90028), Streptococcus mutans (ATCC
25175), Aggregatibacter actinomycetemcomitans (JP2), and the antibiofilm activity of
C. albicans, S. mutans, and mixed biofilm of C. albicans and Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) on Titanium specimens. The results were submitted to 1-factor ANOVA
with Welch correction and post-Games-Howell test, with a significance level of 5%.
The geraniol incorporated into the nanoemulsion (GE-NE) and the micelle
nanoemulsion (GE-NM) presented average sizes of 230 nm and 93 nm, PDI of 0.155
and 0.151, respectively, with good stability and homogeneity after 6 months to 1 year
of formulation. Concentrations above 300 ug/mL of GE and GE-NE were cytotoxic and
GE-NM reduced 4 times the cytotoxic effect of GE compared to the pure compound.
The results indicated an antimicrobial activity of the nanoemulsions against the tested
strains, but only C. albicans biofilms suffered a significant reduction (6.3 Log 10) in the
non-cytotoxic concentrations of GE-NE (< 300 pg/mL) and GE-NM (< 600 pg/mL).

Keywords: Oils, volatile. Nanotechnology. Biofilms. Periimplantitis. Feasibility
studies.
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1 INTRODUGAO

Os implantes dentarios revolucionaram a reabilitacao protética de pacientes
edéntulos parciais e totais, e novos materiais e designs possibilitaram uma taxa de
sobrevida de 94% no periodo superior a 13 anos'?. Entretanto, a peri-implantite (PI)
€ a principal doenga infecciosa que compromete sua estrutura de suporte biologica,
com prevaléncia de 9,25% a 19,83% baseada em implantes e sujeitos,
respectivamente3#, acarretando a perda dos implantes e suas proteses. O desenho e
as superficies rugosas destes implantes e conectores protéticos podem representar
um ambiente propicio para adesao de microrganismos orais e formagao de biofiime.
Bactérias proteoliticas, anaerdbias®®, espécies de Streptococcus®', e Candida
albicans®® estdo envolvidos na modulagéo da viruléncia de biofilmes bacterianos em
estagios iniciais e tardios de PI.

Os métodos utilizados para o tratamento das doencgas periimplantares como o
debridamento mecéanico e uso de antimicrobianos podem danificar as propriedades
de superficie dos implantes ou promover a resisténcia bacteriana''. A clorexidina é
considerada o padrao-ouro na redug¢ao dos microrganismos periodontopatogénicos e
possui um excelente desempenho no controle quimico, entretanto, acarreta na
alteracdo da coloracdo dos dentes, descamacgao da mucosa oral, sensibilidade e
alteragéo do paladar’2. Além disso, ndo ha consenso para o tratamento de infecgbes
periimplantares devido a heterogeneidade dos estudos e a variabilidade dos tipos de
superficies de implantes™3-15,

Diante disso, pesquisas vém sendo desenvolvidas no intuito de se
desenvolver novos farmacos e diferentes produtos naturais estdo sendo estudados
como agentes alternativos na tentativa de suprimir a destruicdo dos tecidos
periodontais e periimplantares, auxiliando na remog¢ao do biofiime de superficie,
prevencdo e ftratamento periodontal’®. Os produtos naturais apresentam
caracteristicas notaveis, como excelente diversidade quimica, propriedades quimicas
e biolégicas e menor toxicidade'”.

O geraniol (GE) é o constituinte comum de varios 6leos essenciais, como
a citronela, e é amplamente usado como um produto quimico em fragrancias
cosméticas e uso no lar'®. Além de apresentar baixa toxicidade, suas propriedades
efetivas como repelente e inseticida para o controle de pragas, apresentaram boa

atividade quimiopreventiva, assim como propriedades antimicrobianas, antioxidantes
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e anti-inflamatoérias'®22. Portanto, as propriedades promotoras do GE incentivam
estudos a fim de explorar e viabilizar formulagcbes de produtos contendo este
composto. Contudo, possui elevada volatilidade exacerbada com o aumento da
temperatura, curto tempo de agéo e grande hidrofobicidade.

A nanotecnologia € um campo multidisciplinar da ciéncia com inumeras
aplicagbes, e tem proporcionado uma alternativa promissora para a pesquisa e
desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos através do seu
encapsulamento em sistemas nanométricos propiciando uma melhor estabilidade e
protecdo aos extratos volateis contra a degradagdo ambiental, e permitindo uma
melhor distribuicdo do composto ao seu local de agao, fator que proporciona uma série
de beneficios ao paciente, como aumento da eficacia terapéutica, reducao de doses,
menor nimero de administragdes e diminui¢gdo dos efeitos colaterais'”2324,

Inimeras nanoparticulas vém sendo utilizadas como sistemas de transporte de
farmacos?®®, e os sistemas coloidais possuem vantagens devido a sua capacidade de
protecdo e encapsulamento de solugbes bioativas insoluveis (lipofilicas ou
hidrofilicas)?6. As nanoemulsdes s&o sistemas constituidos de uma fase continua e
uma fase dispersa e podem ser formadas por dispersao do 6leo na agua ou agua em
oleo, permitindo a incorporagéao de diferentes substancias ativas. Possuem facilidade
de preparagdo, composicdo simples, estabilidade termodinamica e baixo custo de
producdo, proporcionando uma vantagem substancial a essa tecnologia como
carreadora de substancias hidrofobicas?’-29,

Os surfactantes sdo compostos organicos anfifilicos que contém grupos
hidrofobicos e hidrofilicos que podem organizar-se sob condicdes ambientais
especificas em estruturas organizadas denominadas micelas. Estas sao formadas por
um nucleo hidrofébico interno, no qual farmacos pouco soluveis em agua podem ser
aprisionados e por uma casca hidrofilica externa que isola a droga encapsulada do
meio externo®%-33. Possuem tamanho aproximado de 5 a 200 nm e se formam
dependendo da concentragdo micelar critica (CMC) das moléculas anfifilicas,
podendo ser utilizadas como sistema de distribuicdo de compostos de tamanho
nanométrico, fornecendo maior solubilidade e estabilidade aos farmacos
hidrofébicos®*, além de evitar a eliminagdo precoce via filtragdo glomerular com
consequente melhoria da absorg&o celular.

Portanto, os sistemas nanoestruturados surgem como alternativas eficazes e

seguras a incorporagdo do GE com objetivo de aumentar o seu tempo de acgao,
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permitindo a sua liberagcao de forma mais lenta, garantindo um espalhamento nas
superficies3®. Além disso, possibilitam uma melhor biodegradabilidade, tolerabilidade
e biodisponibilidade do farmaco a fim de orientar sua acao para o local especifico de
interesse®.

Em vista do problema exposto, ha grande interesse em desenvolver novas
estratégias de tratamento e controle da PI. Isso inclui a busca de novas fontes de
moléculas bioativas com capacidade antimicrobiana, eficiéncia farmacolégica e baixos
niveis de efeitos colaterais. Este projeto propde avaliar a incorporagéo do geraniol em
nanoemulsdes e o0 seu efeito em biofilmes microbianos envolvidos na iniciagao e

progressao da Peri-implantite.
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2 PROPOSIGAO

O objetivo deste estudo foi avaliar a incorporagdo do geraniol em sistemas

nanoestruturados, atividade antimicrobiana em biofilmes orais e periimplantares e

citotoxicidade.

2.10bjetivos Especificos

Desenvolver e caracterizar uma nanoemulsédo (NE) incorporada com Geraniol
(GE);

Analisar a estabilidade da NE incorporada com GE (GE-NE) no decorrer de 6
a 12 meses apos a formulacéo;

Desenvolver e caracterizar uma micela incorporada com Geraniol (GE-NM);
Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro do GE, GE-NE e GE-M sobre cepas
de Candida  albicans, Streptococcos  mutans, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, e Sthaphilococcos aureus;

Analisar a atividade antibiofiime da GE-NE e GE-NM em biofiimes de
Streptococcos mutans e Candida albicans;

Analisar a atividade antibiofime da GE-NE e GE-NM em biofilmes mistos de
Sthaphilococcos aureus e Candida albicans em corpos de prova de Titanio;
Avaliar a citotoxicidade do GE, GE-NE e GE-NM sobre células de

queratinécitos orais humanos (NOK-SI);
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3 REVISAO DA LITERATURA

Os implantes dentarios vém sendo utilizados ha alguns anos e
propiciaram uma revolugado na Odontologia, principalmente na Reabilitagdo protética
de individuos edéntulos parciais e totais, com restabelecimento da fungéo, estética e
consequente melhoria da sua qualidade de vida3"38. Semelhante a dentigdo natural,
os implantes dentarios ficam situados entre os ossos maxilares e a cavidade oral, € a
mucosa ao seu redor forma uma barreira entre os dois ambientes. O equilibrio entre
estas estruturas de suporte periimplantares garantem a estabilidade e o sucesso dos

implantes a longo prazo.

3.1 Peri-implantite

Complicagdes na regido periimplantar ndo sao raras, podendo ocorrer doengas
inflamatdrias similares a doenca periodontal, acarretando em perda 6ssea progressiva
ocasionada principalmente devido a presenga de biofilme3® e comprometendo a satde
do implante. Essas doencas sao definidas como lesdes inflamatdrias que circundam
os tecidos periimplantares e compreendem a mucosite periimplantar (MP) e peri-
implantite (P1)4041,

A MP é definida como uma doenca inflamatéria reversivel limitada a mucosa
circundante de um implante, evidenciada pela mudancga de contorno e cor da mucosa,
e sangramento a sondagem, enquanto a Pl € uma doenga inflamatéria que afeta
progressivamente o 0sso de suporte associado com sangramento a sondagem ou
supuragao, sinais clinicos de inflamagao, aumento das profundidades de sondagem
e/ou recessdo da margem da mucosa, além da perda dssea radiografica*>43.

Estudos relataram que a MP afeta 50-90% dos implantes em 80% dos
individuos, enquanto 20% dos implantes desenvolvem Pl apés 5 a 11 anos em
fungdo*+46. Numa revisdo sistematica realizada com o objetivo de avaliar a
prevaléncia, extensao e gravidade das doencgas periimplantares, a prevaléncia de MP
e Pl variaram de 19 a 65% e de 1 a 47%, respectivamente (intervalo de confianga de
95%, IC). As meta-analises estimaram prevaléncias ponderadas médias de MP e PI
de 43% (IC: 32-54%) e 22% (IC: 14-30%), respectivamente3®. A prevaléncia da PI
depende de fatores como a populagéo em investigagao e os parametros estabelecidos
para avaliagcdo da doencga, sendo dificil estimar sua ocorréncia global devido a

heterogeneidade dos estudos*.
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3.1.1 Etiologia da peri-implantite

Implantes dentarios vém sendo utilizados para reabilitagdo de pacientes
edéntulos ha mais de quatro décadas, entretanto, a documentagdo da natureza
infecciosa da doenga ocorreu duas décadas depois*’, e quaisquer falhas que os
dentistas encontravam aquela época eram relacionadas a parametros diferentes de
microrganismos, como a sobrecarga oclusal*®, pois acreditava-se que as bactérias
associadas a periodontite eram removidas da cavidade oral juntamente com os dentes
extraidos.

A colonizagao bacteriana foi mais tarde considerada como a principal causa de
doencas periimplantares (DPI). Foram realizados estudos iniciais em animais para
avaliar a reagao do tecido periimplantar apds a formacgao do biofilme e observaram o
estabelecimento de lesdes inflamatdrias na mucosa periimplantar apés o acumulo de
placa em beagles*%°°. Outro estudo avaliou o efeito da formagao de placa nos dentes
e implantes em caes beagle, constatando que os tecidos periimplantares e
periodontais reagiram semelhantemente. Foi gerada uma resposta inflamatéria
caracterizada pelo aumento da transmigragédo de leucdcitos e pelo estabelecimento
de uma leséo de tecido conjuntivo®'.

Posteriormente na literatura, avaliagdes do acumulo de placas em implantes
também foram analisados em estudos humanos. Os primeiros estudos utilizaram
microscopia eletrébnica de contraste de fase direta para examinar a microflora
subgingival de 17 implantes dentarios. Os implantes saudaveis e sem sinais de
inflamagao apresentaram uma colonizacdo predominantemente cocoide, mas quatro
implantes que exibiam bolsas profundas e perda dssea demonstraram altos niveis de
espiroquetas®2°3,

Outro estudo analisou a microbiota associada a Pl e implantes saudaveis
utilizando-se microscopia, métodos de cultura e imunoquimicos, evidenciando-se um
maior numero de unidades formadoras de colbnias, predominancia de bastonetes
anaerobios Gram-negativos, bactérias fusiformes, Fusobacterium spp. e espiroquetas
nos sitios doentes comparados aos implantes saudaveis, que apresentaram uma
ampla comunidade cocoide facultativa®*.

As DPI sao consideradas analogas a gengivite e a periodontite, com algumas
diferengas na resposta do hospedeiro®. Inimeros estudos foram realizados com o
objetivo de comparar a flora microbiana da periodontite e da PIl. O inicio da

colonizagao bacteriana no implante é analogo a do dente e acontece no momento que
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o implante dentario € exposto na cavidade oral, sendo coberto por uma camada de
pelicula salivar composta de proteinas, glicoproteinas e lipidios. A pelicula adquirida
desencadeia a colonizacao bacteriana, fornecendo receptores para a adesao dos
microrganismos. Os primeiros colonizadores sido Estreptococos e Actinomyces
spp.%657que adequam as condigbes para o acumulo de bactérias de colonizacdo
tardia, como as espécies de Fusobacterium e Prevotella®®>°.

Estudos encontraram diferencas na pelicula formada nos dentes e implantes,
que incluiam mucinas de alto peso molecular, a-amilase salivar e glicoproteinas ricas
em prolina no titdnio. Nao foram detectadas mucinas de baixo peso molecular
geralmente presentes em peliculas de esmalte®®. Entretanto, apesar das diferengas
existentes entre as peliculas adquiridas, a sequéncia de formagao do biofilme foi
considerada idéntica*?, e os dentes e implantes apresentam o mesmo perfil
microbiano®'. A composig&o bacteriana do biofilme formado nos implantes assemelha-
se muito a dos dentes vizinhos®263 e esta funciona como um reservatério para
biofilmes que se acumulam nos tecidos periimplantares.

A microbiota periimplantar saudavel consiste principalmente de cocos Gram-
positivos, bacilos ndo moveis e um pequeno numero de anaerdobias Gram-negativas,
semelhantes a saude gengival®*. Na evolugédo para mucosite observa-se aumento da
presenga de cocos, bacilos mdveis e espiroquetas, comparavel a gengivite®, e a
mudanga para Pl é caracterizada com o surgimento de espécies Gram-negativas,
moveis e anaerdbias encontradas comumente na periodontite. Entretanto, a presenca
de Porphyromonas gingivalis, Tannerella Forsythia e Treponema denticola podem ser
maiores na PI63-65,

Além disso, diversos estudos realizados com tecnologias moleculares
baseadas em metagendmica e de cultura para identificagdo de microrganismos tém
demonstrado a presenca de bactérias oportunistas e que ndo estdo associadas as
doengas periodontais®36668 | eveduras, bacilos entéricos e Staphylococcus spp.
estavam presentes em areas periimplantares com tecidos inflamados e saudaveis®’.
Posteriormente, utilizando-se técnicas de cultura como o sequenciamento do acido
ribossémico 16S (rRNA), observaram que a microbiota das lesdes periimplantares s&o
mais complicadas do que se supunha anteriormente®®. Outro estudo analisou
amostras periimplantares sadias e doentes de 40 pacientes, concluindo que a Pl é

uma infecgao mais simples e heterogénea comparada a periodontite, e que os tecidos
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periimplantares podem abrigar bactérias periodontais que diferem das observadas
adjacentes aos tecidos periodontais®3.

Uma reviséo sistematica avaliou perfis microbioldgicos de PI, periodontite e
implantes saudaveis com base em estudos que avaliaram biofilmes microbianos e
microbiomas inteiros com o objetivo de estabelecer suas semelhangas e diferengas.
Os resultados mostraram colonizagdo de microrganismos periodontais na
periodontite, implantes saudaveis e Pl. Porphyromonas gingivalis e Prevotella
intermedius/nigrescens foram identificadas em locais de PI, além de anaerdbias
Gram-positivas, Gram-negativas e bactérias oportunistas como Staphylococcus
aureus’®.

Esse resultado também foi observado em outro estudo que avaliou a presenca
de microbiota oportunista como Staphylococcus aureus, Pseudomonas spp., €
leveduras, com prevaléncia consideravel desses microrganismos, concluindo que as
superficies dos implantes podem abrigar bactérias diferentes das
periodontopatogénicas’’.

Técnicas de PCR e pirosenquenciamento demonstraram que o microbioma
perimplantar é distinto do periodontal devido a topografia e caracteristicas
imunolégicas dos implantes serem diferentes as dos dentes®®. Uma série de
microrganismos que nao sao encontrados na periodontite foram identificados na PI,
que incluem Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterobacter
aerogenes, Enterobacter cloace, Escherichia coli, Helicobacter pylori, Pseudomonas
spp., fungos Candida spp.”#7-87.7274 e Streptococcus anaerobius, Escherichia coli, e
Streptococcos spp.’

Escassos estudos tém focado no papel efetivo desses patégenos na DPI.
Acredita-se que eles podem sustentar e piorar as infecgdes orais pds cirurgicas em
bolsas subgengivais juntamente com as bactérias periodontopatogénicas putativas
que comumente estdo associados as formas agressivas de Pl, manifestando
resisténcia aos agentes terapéuticos, além de serem fontes potenciais de infecgbes
sistémicas, principalmente em pacientes imunocomprometidos’®. Portanto, apesar de
escassos estudos sobre suas fungdes etiopatogenéticas, seus fatores de viruléncia
sugerem sua participagdo na patogénese da P, principalmente Candida albicans’®.

A patogenicidade de Candida envolve uma série de fatores de viruléncia,
incluindo dimorfismo, secrecédo de enzimas hidroliticas, adesao e formacao de biofilme

no epitélio mucoso e em dispositivos médicos’”-’8. A coloniza¢do de leveduras de
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superficies biodticas e abidticas € o primeiro passo no desenvolvimento de biofilmes,
seguido pela divisdo celular e geragao de micro coldnias que contribuem para a
maturagcdo de um biofilme definido pela presenga de hifas e leveduras (células
sésseis) dispersas em uma matriz extracelular e consequente soltura de algumas
células possibilitando colonizar novas superficies e desencadear novos focos de
infecgcao’®. C. albicans foi identificada em biofilmes de implantes com PI devido a sua
capacidade de interacdo com proteinas da parede celular de espécies de
Estreptococos®, que séo considerados os colonizadores iniciais desses biofilmes?®’.

Este fungo pode desempenhar um papel importante no desenvolvimento e
progressao da doencga devido a sua capacidade de colonizar superficies epiteliais,
inibindo a fungao de neutrdfilos polimorfonucleares e a secregao de enzimas liticas
como colagenases, fosfolipases e proteinas, faciltando a penetracédo na célula
epitelial e posterior invasdo do tecido conjuntivo gengival degradando as
imunoglobulinas®. Além disso, Candida albicans podem induzir reagdes inflamatodrias
e coagregarem-se a diferentes microrganismos, especialmente varias espécies de
Streptocococcos e Fusobacterium nucleatum, contribuindo para a formagao de
biofilmes multiespécies?®3.

Dados de prevaléncia e epidemiologia molecular de leveduras e distribuicdo de
espéecies relacionadas a Pl ainda s&o escassos. As leveduras s&o habitantes
comumente isoladas da cavidade oral®* e também foram identificadas em pacientes
com periodontite®> e PI678687 Um estudo analisou e correlacionou organismos
fungicos e espécies bacterianas em locais de Pl através de ensaio PCR em tempo
real e TagMan para a quantificagao de Porphyromonas gingivalis, Parvimonas micra,
Tannerella forsythia, Mycoplasma salivarium, Veillonella parvula, e Staphylococcus
aureus. A prevaléncia de organismos fungicos foi maior na Pl (31,6%) e em locais de
implante saudaveis (40%), sendo menores nos dentes selecionados (20%). Nos locais
de implante, os organismos fungicos foram significativamente correlacionados com P.
micra e T. forsythia®®.

Outro estudo teve como objetivo determinar a prevaléncia e distribuicao de
leveduras no biofilme periimplantar e estudar a relagdo genética de Candida albicans.
Leveduras foram isoladas de amostras de biofilme periimplantar e amostras bucais de
40 pacientes imunocompetentes e nao fumantes que receberam reabilitagao oral com
implantes ha mais de 5 anos. As analises foram efetuadas através de RAPD-PCR, e

a prevaléncia de leveduras no sulco periimplantar foi de 73%, sendo C. albicans a
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espécie mais prevalente nos 2 locais de amostragem, sugerindo que o biofilme
periimplantar favorece o crescimento de espécies de leveduras, e que C. albicans
presentes no biofilme originaram-se da infecgdo enddgena de cepas comensais®®.

As proteses sobre implantes podem representar um nicho ecolégico favoravel
ao crescimento de espécies de leveduras, especialmente em implantes com
reabilitacdo protética removivel de acrilico que favorece a adesao de Candida spp.,
sendo C. albicans a mais prevalente. Além disso, dispositivos bucais aumentam a
quantidade de leveduras localmente e em toda a mucosa®. As caracteristicas das
proteses dentarias confeccionadas com resinas acrilicas como rugosidade,
hidrofobicidade e forgas elestrostaticas favorecem a adesao do microrganismo e
posterior formagao de um biofilme®'92. O manejo dessa infecgdo ¢ dificultado devido
a alta resisténcia do biofilme de Candida spp. aos agentes antifungicos e ao contato
continuo da protese infectada com a mucosa®-.

Biofilmes de C. albicans foram desenvolvidos sobre discos de titanio com perfis
de rugosidade diferentes para avaliar se diferentes topografias da superficie do
implante influenciam a sua formagdo. O angulo de contato e a energia livre de
superficie (ELS) foram determinados para cada grupo. Os discos de titdnio com menor
rugosidade apresentaram menor ELS e formacdo de biofime de C. albicans
comparados com as superficies com rugosidade maior, sugerindo que a ELS pode ser
um fator mais determinante para a formacao de biofiime em superficies de titanio do
que a rugosidade®.

A presenga concomitante de microrganismos envolvidos na patogénese da Pl
com C. albicans parece aumentar sua producao de hifas e a expressédo de enzimas
hidroliticas e genes associados a ades&o¥. A constatagio de que os fungos podem
esgotar o nivel de oxigénio no interior de biofilmes formados por microrganismos de
espécies mistas incentivou a produgdo de estudos que avaliassem a interagdo de
anaerobicos obrigatérios com C. albicans na cavidade oral®®. Varios relatorios
recentes identificaram possiveis interagdes entre P. gingivalis e C. albicans que
podem permitir a cooperagdo de ambos 0s microrganismos para o desenvolvimento
mutuo de biofilmes e invas&o de hospedeiros®:%,

Um recente estudo teve como objetivo avaliar como a fung&o protetora de C.
albicans dentro de biofilme misto com Porphyromonas gingivalis atua nas células
hospedeiras de contato. A coexisténcia microbiana influenciou a imunidade do

hospedeiro atenuando as respostas do macréfago e do fibroblasto. Além disso, a
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producgao de citocinas diminuiu comparada a infeccao bacteriana pura. Os fibroblastos
isolados de pacientes com periodontite grave foram menos suscetiveis a colonizagao
fungica, indicando uma modulagdo do ambiente hospedeiro pela infec¢gao bacteriana
dominante%°.

Efeito semelhante foi observado em biofiime misto de F. nucleatum e C.
albicans, onde a coagregagcao de ambos os microrganismos reduziu a producédo de
MCP-1 e TNF-a. Essa protegdao mutua contra a eliminagao de micrébios por fagocitos
foi proposta como o mecanismo subjacente ao aumento da persisténcia bacteriana’®’.

Outro microrganismo rotineiramente isolado do biofiime da superficie do
implante é o Streptococcus mutans, bactéria gram-positiva que facilita a colonizacao
da superficie de titanio pelos colonizadores bacterianos secundarios'®?, levando ao
estabelecimento de um ambiente microbiano anaerdbio gram-negativo®. Isolados de
S. mutans tém capacidade exponencial de formar biofiime e sobreviver em baixos
valores de pH'%3 além de produzir uma matriz polimérica insolivel com grande
afinidade por superficies sélidas como os implantes'%4.

Devido a topografia da superficie dos implantes’®® e das espécies bacterianas
envolvidas na colonizagao precoce de biofilmes periimplantares, S. mutans tem uma
alta capacidade e afinidade de coagregar com bactérias patogénicas como
Porphyromonas gingivalis e foi encontrado em um nivel mais alto ao redor de
implantes infectados do que implantes saudaveis®, podendo participar do processo de
desenvolvimento da Pl e consequente falha do implante°6.

Um estudo avaliou a influéncia das bactérias Streptococcus mutans,
Streptococcus sanguinis, Actinomyces viscosus e Actinomyces odontolyticus na
viruléncia e patogenicidade de biofilmes de Candida. Biofilmes mistos foram gerados
em acrilico ou utilizados para colonizar um modelo de epitélio oral humano
reconstituido (EOHR) e avaliados através da observacdo de hifas, expresséo dos
genes de viruléncia de Candida, atividade da lactato desidrogenase (LDH) e pela
invasao da Candida no tecido. Os resultados demonstraram que as infecgdes mistas
exibiram maiores propor¢des de hifas, aumento da regulagcédo de IL-18 (codifica um
gene pro-inflamatorio), maior atividade de LDH e invasdo de tecidos, sugerindo

cuidados no tratamento de biofilmes de Candida associados a essas bactérias'"’.
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3.1.2 Fatores de risco

Varios fatores de risco potenciais relacionados ao paciente, incluindo histérico
de Periodontite, ma higiene oral, diabetes e tabagismo estdo associados ao
desenvolvimento da doencga'®®. Entretanto, ha baixa evidéncia de que a idade do
paciente, osteoporose, auséncia de mucosa queratinizada, caracteristicas da

superficie do implante e edentulismo sejam fatores de risco para peri-implantite°%.11°,

3.1.2.1 Periodontite

Inumeros estudos sugerem que o histérico de periodontite pode ser
considerado fator de risco a PI42%566.111-114 "Uma revisédo sistematica mostrou uma
incidéncia significativamente maior de Pl e perda éssea periimplantar em individuos
com perda dentaria associada a periodontite’'®, e outra meta-analise demonstrou que
portadores de periodontite apresentavam maior risco de falha do implante e maior
perda 6ssea comparativamente aqueles com periodonto saudavel''®, sugerindo que a
periodontite € um fator de risco para a Pl e perda do implante, e que pacientes com
histérico de periodontite tém maior perda de implante-osso’°.

Quanto a origem da colonizagdo periimplantar por bactérias
periodontopatogénicas, foi realizado um estudo que avaliou amostras de placa
subgengival de dentes adjacentes a implantes. A deteccdo de bactérias
periodontopatogénicas foi realizada pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR), e foi
constatado que os periodontopatégenos Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Prevotella intermedia, P. gingivalis, T. denticola e F. nucleatum podem ser
transmitidos de dentes naturais aos implantes adjacentes'"”.

No entanto, novas evidéncias sugerem que os implantes osseointegrados criam
microambientes Unicos que forcam a adaptacdo e selegdo microbiana, e que os
ecossistemas periimplantares e periodontais diferem de muitas maneiras, sendo
necessarios novos estudos que reavaliem a hipotese de “reservatério microbiano” e
identificacdo de espécies que desempenham um papel etiolégico na doencga

periimplantar através da transmiss&o dos dentes'8.

3.1.2.2 Ma higiene oral
A avaliagéo local de risco relatou que os implantes em pacientes com deficiente
higiene bucal apresentaram uma probabilidade de desenvolverem Pl 3,8 vezes maior

comparativamente aqueles com higiene oral adequada''®, e modelos de regressao
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logistica mostraram que o acumulo de placa aumentam as chances de ter mucosite
periimplantar''4, Ensaios clinicos também estabeleceram uma associagdo entre
deficiente controle de placa e P20,

A administragdo de instru¢cdes personalizadas de higiene oral ao paciente é
essencial para capacita-lo na manutencédo desses bons habitos. Contudo, estudos
demonstraram que a maioria dos pacientes tém dificuldade na remogéo completa e
consistente da placa, comprometendo as praticas eficazes de higiene oral ao longo
do tempo. Os pacientes devem ser orientados pelos dentistas sobre as condi¢des e a
necessidade de adotar higiene oral especifica adaptada as suas necessidades, com

instrugbes de métodos de limpeza da protese e da margem gengival'?'.122,

3.1.2.3 Diabetes

A influéncia do diabetes na Pl tem sido amplamente investigado. Um estudo de
coorte retrospectivo de 21 anos avaliou 4.680 implantes em 1.140 pacientes, relatando
uma taxa de sucesso significativamente menor (68,75%) entre os pacientes diabéticos
em comparagdo com sujeitos ndo diabéticos (85%)123.

Duas revisdes sistematicas relatadas sobre os efeitos de doencgas sistémicas
na Pl revelaram que pacientes diabéticos tinham maior risco de PIl, apresentavam
indice gengival, as sondagens de profundidades e a perda 6ssea maiores comparados
aos pacientes com PI diabética bem controlada?412,

O estado hiperglicémico desencadeia um aumento do estresse, inflamagao
oxidativa, apoptose e alteragcado da funcdo dos polimorfonucleares na cavidade oral.
Os mecanismos que promovem a destruicdo periodontal em diabéticos correspondem
a resposta imune inflamatoéria no hospedeiro’?®, associado ao acimulo de resposta
inflamatoria provocada por biofilme bacteriano’?’. Concomitante, ha elevagio dos
niveis de glicose sanguinea com liberagdo de produtos finais de glicagdo avangada
(PFGA), estimulando a expresséao do receptor para PFGA (RPFGA) que sao aderidos
ao crescimento fibroblastico em tecidos periodontais'?8, podendo ocorrer mecanismo
semelhante na patogénese de destruigao tecidual periimplantar'?®.

Por outro lado, dados de estudos existentes revelam que o corpo de evidéncias
ainda é imaturo, e a contribuicdo especifica de doengas de saude sistémicas como o
diabetes para a Pl requer investigagdes epidemioldgicas e clinicas adicionais'?%130, e

que a terapia com implantes dentarios em individuos com diabetes revelaram um
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processo de reparacdo semelhante aos individuos saudaveis quando a condi¢ao

metabdlica estava controlada.

3.1.2.4 Tabagismo

Pacientes tabagistas, com ma higienizagao oral e histérico de periodontite s&o
mais propensos a desenvolverem Pl e necessitam de avaliagbes continuas de
acompanhamento para eliminagdo de fatores de risco’'. Evidéncias crescentes
sugerem que o tabagismo é um fator de risco significativo para a perda do implante
apos o carregamento funcional'9%-130.132 " e gumentam a prevaléncia de P14%. Como as
bactérias desempenham um papel etiolégico importante na patogénese da PIl, uma
investigacao foi realizada para compreender o impacto do tabagismo no microbioma
periimplantar visando melhorar os resultados terapéuticos, e os resultados sugeriram
que o tabagismo molda os microbiomas periimplantares apresentando uma
comunidade rica em patdgenos, indicando a necessidade de uma terapéutica
personalizada para controle e prevengdo dessas doengas'33,

Uma meta-analise avaliou 40000 implantes dentarios colocados em condicdes
de risco, como tabagismo, radioterapia, osteoporose e diabetes. A influéncia da
osteoporose no risco de falha do implante dentario foi direta, mas nao significativa (n
=4; RR =1,09; IC 95%, 0,79-1,52), concluindo-se que o tabagismo e a radioterapia
estavam associados ao aumento do risco de falha do implante dentario, e a relagao
entre diabetes, osteoporose e o risco de falha do implante necessitam de um estudo

mais aprofundado’30.

3.1.2.5 Sobrecarga oclusal

A pesquisa sobre o efeito potencial das forcas oclusais traumaticas na Pl
apresentam resultados contraditorios. Um dos primeiros relatos sobre sobrecarga
oclusal veio do grupo de estudo de Isidor em um modelo animal. Em seu estudo, foi
examinada a influéncia da sobrecarga oclusal e/ou acumulo de placas, e apds alguns
meses de carregamento o resultado histoldgico mostrou que seis de oito implantes
com sobrecarga perderam osseointegragdo apos 4 e 5 meses e nenhum dos
implantes com acumulo de placa apresentaram perda 6ssea, concluindo-se que a
sobrecarga oclusal pode ser o principal fator de perda 6ssea para um implante ja
osseointegrado’*. Resultados semelhantes foram relatados por estudos

posteriores35136,
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Em contrapartida, outro estudo avaliou pilares protéticos instalados em supra e
infra-oclusdo em caes Beagle, e ndo encontraram perda de osseointegracao ou perda
O0ssea marginal nas proteses sem inflamagdo e sobrecarregadas nos implantes
dentarios. Os autores demonstraram que houve aumento do osso periimplantar nas
proteses sobrecarregadas na auséncia de inflamag&o'®’, corroborando com outro
estudo que também avaliou o efeito dos contatos supraoclusais em implantes
colocados em caes, e nao se observou diferenga na resposta dssea periimplantar
apos 8 meses em fungao38.

Devido divergéncias nas metodologias de estudos anteriores, o papel da
sobrecarga oclusal néo esta claramente definida. Evidéncias recentes sugerem que a
magnitude da for¢ca pode influenciar a resposta 6ssea marginal, com forcas de maior
magnitude resultando em perda 6ssea marginal. No entanto, ainda faltam ensaios
clinicos controlados randomizados bem desenhados, e ainda ndo ha evidéncias de
que a sobrecarga oclusal influenciaria o inicio ou progressao da P13,

Uma recente revisao sistematica realizou uma abrangente analise das revisdes
sistematicas e meta-analises relativas a Pl em humanos, apesar das limitacdes das
revisdes incluidas no estudo, os resultados sugeriram que (1) a ocorréncia de PI foi
maior em pacientes com periodontite, fumantes, e decorridos 5 anos de funcao do
implante; (2) o perfil microbiano da PI foi diferente da periodontite; (3) o risco de PI foi
maior em pacientes com diabetes descompensado e doengas cardiovasculares; (4)
nao houveram evidéncias de tratamento mais eficaz para PlI, e (5) a manutengao pds-

implantacéo é indispensavel em pacientes com alto risco de P14,

3.1.3 Tratamento da peri-implantite

O tratamento das infecgbes periimplantares compreendem abordagens
conservadoras (ndo cirurgicas) e cirurgicas, dependendo da gravidade da doenca
periimplantar (mucosite, peri-implantite moderada ou grave)'3'. O desenvolvimento da
Pl tem caracteristicas similares a periodontite®, entretanto ndo ha consenso sobre
uma terapia padronizada na Pl. O tratamento consiste na resolucédo do processo
inflamatério periimplantar por meio do controle do biofilme e preservagéo dos tecidos
moles e duros, avaliando-se o sangramento a sondagem, diminuicdo de bolsas e
estabilidade do nivel 6sseo’!.

Um estudo sugeriu quatro etapas para garantir o sucesso do tratamento da PI:

1) pré-tratamento, onde preconiza-se a higiene oral; 2) acesso cirurgico com a
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utilizagdo de substitutos 6sseos e membranas regenerativas; 3) controle infeccioso
pods-operatdrio com o uso de antibidticos e antissépticos bucais como a clorexidina; 4)
Manutencdes periddicas de controle de 3 a 6 meses dependendo dos fatores de
risco’™1.

O gluconato de clorexidina (1,1'-hexametileno bi [5-(p-clorofenil) biguanida] di-
D-gluconato) (CHX) é um sal de gluconato e um composto de biguanida que possui
atividade antimicrobiana de amplo espectro e promove a interrupgao das membranas
celulares?, sendo considerada o padrdo ouro para prevenir o acumulo de biofiime
bacteriano induzido por placa nas doengas do tecido mole oral como a periodontite. '3
Entretanto, a CHX tem acgdes diferentes sobre bactérias, virus e fungos e possui
efeitos colaterais como a alteragao da coloragao extrinseca dos dentes, do paladar, e
a resisténcia antimicrobiana a esses agentes antissépticos’44.

A terapia periodontal de suporte € necessaria para reduzir a probabilidade de
progressao da doenca periodontal e inicio da PI'4%. A terapia pré-cirtrgica de Pl deve
preconizar medidas de higiene oral que resultem na reducdo da mucosite e do
biofiilme, podendo utilizar-se abrasivos de ar e a laserterapia’®. Técnicas de
debridamento mecénico da superficie do implante devem ser realizadas'’ através de
instrumentos que causem menor injurias a superficie do implante (curetas de teflon,
carbono, plastico e titanio, sistema de escala ultrass6nico)'#®, podendo utilizar-se
antissépticos orais e antibioticoterapia*®. Entretanto, a resolugdo completa da PI
usando terapia mecanica, laserterapia ou terapia fotodindmica ndo tém um resultado
previsivel147:149,

Outros métodos de descontaminagao incluem materiais de revestimento,
limpeza mecanica, terapia fotodinamica, tratamento anodizador, radiagdo soénica,
tratamento térmico, tratamento de ultrassom, tratamento quimico, tratamento
eletroquimico, farmacos antimicrobianos, tratamento de argénio e probiéticos'°,

A terapia cirirgica pode ser ressectiva ou reconstrutiva’™' e permite o
debridamento do tecido de granulagao presente no defeito periimplantar. A realizagéo
de uma implantoplastia por brocas diamantadas possibilita o alisamento das roscas
dos implantes para um estado polido modificando a energia de superficie, podendo
desencadear diferengcas na formagdo Ossea pos-cirdrgica peri-implantar’®?
Conjuntamente a resseccao, uma etapa regenerativa com a aplicagao de biomateriais
de substituicdo O0ssea associados a membranas pode ser utilizado objetivando a

regeneragao do tecido 6sseo periimplantar. No entanto, esta terapia regenerativa
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pode ser influenciada pela morfologia do defeito periimplantar e a quantidade de
mucosa queratinizada’®3.

O local da cirurgia ressectiva também influencia o prognéstico e resultado. A
Ostectomia e osteoplastia combinadas com implantoplastia podem representar uma
terapia eficaz para reduzir ou mesmo parar a progressao da PIl. No entanto, devido ao
aumento das recessdes pos-operatoérias, este procedimento ndo € recomendado em
areas estéticas’".

ApOs a terapia cirurgica, a manutencao da higienizagao oral pelo paciente é
imprescindivel para o sucesso do tratamento a longo prazo. A Pl pode ocorrer cinco a
10 anos apos a instalagdo do implante e pode recidivar apdés o tratamento. Uma
profundidade de sondagem de 5 mm sem sangramento pode sugerir a estabilizagao
da perda dssea e resultado satisfatério da terapia periimplantar'®4.

Sangramento a sondagem pode indicar a cessagao da perda d6ssea e o
resultado bem-sucedido da terapia de PI'4".1%5_ A mobilidade do implante é sugestiva
de perda Ossea resultando na sua remogao, com debridamento do defeito
perimplantar e regeneracdo do tecido, que podera receber novo implante
posteriormente’.

Diversos estudos de revisao e consensos tém sido realizados com o objetivo
de estabelecer um protocolo de tratamento para a Pl. No entanto, em contraste com
a periodontite, ndo ha atualmente conceitos estabelecidos e previsiveis para o
tratamento da PI, e a prevencgéo primaria é de fundamental importancia. O manejo da
mucosite periimplante é considerado como medida preventiva para o aparecimento
de PI"21,

Novas investigacdes clinicas sdo necessarias para determinar a superioridade
de um método de descontaminagéo’®. A prevengdo da perimucosite, que é o
precursor da PI, pode ser alcangcada eliminando-se a placa bacteriana por meio de
higiene oral meticulosa. Praticas de desbridamento mecanico profissional, a posigao
incorreta do implante, selegao inadequada do paciente e a presenga de residuos de
cimentos ou profundidades de sondagem profundas devem ser corrigidas 157158,

Uma revisdo sistematica seguida de meta-andlise avaliou os diferentes
protocolos propostos na literatura para reduzir a carga bacteriana e remover o biofilme
das superficies dos implantes infectados, incluindo tratamentos mecanicos, quimicos,
fotodinamicos e a laser. No entanto, nenhum desses métodos mostrou-se eficaz para

alcancar a descontaminacgao satisfatoria da superficie do implante, e ndo ha consenso
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sobre os tratamentos mais vantajosos na recuperacao da saude periimplantar. O uso
adjunto de antibidticos sistémicos teve pouco ou nenhum impacto no sucesso do
tratamento e o uso generalizado dessa terapia pode levar a eventos adversos e
selecionar bactérias resistentes a antibidticos. As condigbes patologicas que se
desenvolvem na Pl colocam implantes risco e podem afetar a saude do paciente.
Como nado ha uma abordagem terapéutica eficaz e definitiva para a Pl, a conduta

preconizada é prevenir a infecgédo dos tecidos periimplantares’®.

3.2 Oleos Essenciais

A utilizagdo de produtos naturais como medicamentos € uma pratica antiga,
qgue ja destacava a importancia do uso de plantas na forma de 6leos essenciais. No
antigo Egito, de acordo com tratados datados de 3000 a.C, éleos de girassol, alho e
acafrdo eram indicados como uso terapéutico’®. Atualmente, muitas espécies
vegetais medicinais vém sendo estudadas visando o entendimento de seu mecanismo
de acgdo e isolamento dos principios ativos'®. Devido aos problemas atribuidos a
diversos produtos sintéticos para uso humano e para o meio ambiente, observa-se
aumento na demanda e na utilizagado de produtos naturais. Além disso, a incidéncia
de doencgas causadas por microrganismos multirresistentes devido ao uso inadequado
de antimicrobianos tem incentivado a pesquisa de novas alternativas terapéuticas®’.

Os Oleos essenciais sdo compostos liquidos, volateis, limpidos, geralmente
incolores, lipossoluveis ou soluveis em solventes organicos. Podem ser sintetizados
por todos os orgaos da planta e sdo resultantes do seu metabolismo secundario,
sendo caracterizados por um odor forte e marcante que dependem de alguns
componentes caracteristicos. A maioria dessas substancias pertencem a classe dos
terpenos'®2, que sao hidrocarbonetos com estrutura baseada na molécula de isopreno
(CsHs), e séo classificados de acordo com o numero de unidades de isopreno (ou
unidades Cs). Os hemiterpenos sdo compostos por uma unidade de isopreno (Cs),
seguido pelos monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C1s), diterpenos (Cxo),
sesterterpenos (Czs), triterpenos (Cao), tetraterpenos (Cao) e politerpenos (unidades
maiores que Cao).

Alguns metabdlitos secundarios de origem vegetal derivados dos terpenos séao
chamados de terpendides. Esses compostos contém um grupo funcional ligado a
cadeia carbdnica além da molécula de isopreno podendo ser um alcool (-OH), éter (-

OR), aldeido (-COH), aciao (-COOH), entre outros. Uma caracteristica desses
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compostos é o odor agradavel que os tornam atrativos para industrias de alimentos e
fragrancias, principalmente mono e sesquiterpendides que possuem alta qualidade
sensorial, € sao os principais compostos utilizados como flavorizantes na industria em
geral'®3. Além disso, apresentam propriedades bactericidas, fungicidas e propriedades
medicinais, podendo ser utilizados no acondicionamento e preservacao de alimentos
na forma de embalagens bioativas'®4.

Os extratos vegetais e 6leos essenciais sdo capazes de exercerem atividade
antimicrobiana ou realizam sinergismo com farmacos de referéncia, levando ao
desenvolvimento de uma nova abordagem terapéutica para tratamentos'®S. Eles
podem agir contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, além de leveduras e
fungos filamentosos'®®. Esses compostos sdo capazes de exercerem atividade
antimicrobiana por possuirem atividade protetora contra doencas, e devido a presencga
de monoterpenos em sua composigao, diversas atividades terapéuticas e efeitos
farmacologicos tém sido reportados com a sua utilizag&o'64.167,168,

A agao antimicrobiana dos 6leos essenciais € atribuida aos seus compostos
fendlicos, que interagem com as proteinas das membranas celulares microbianas por
meio de ligagdes de hidrogénio e interagdes idnicas ou hidrofébicas causando uma
deformacao estrutural e funcional. Outro mecanismo pode ser evidenciado pela
alteracao da permeabilidade da membrana celular e mitocondrial ocasionando a perda
de macromoléculas (glicideos, lipideos e proteinas), micronutrientes e a viabilidade
celular'®5.189 Além disso, a inibicdo da sintese de acidos nucleicos e da atividade
enzimatica promovidas pelos Oleos essenciais causam a inativagdo celular

microbiana’”°.

3.2.1 Geraniol

O geraniol (3,7-dimethilocta-trans-2,6-dien-1-ol) (Figura 1) € um monoterpeno
alcodlico aciclico presente nos 6leos essenciais, e isolado principalmente do éleo de
palmarosa (Cymbopogon martinii) (53,5 a 65%), 6leo de bergamota selvagem
(Monarda fistulosa), de rosas e de citronela’®, onde convive com seu éster-isbmero
nerol e os produtos de oxidagao geranial e neral. Geraniol (GE) puro € um dleo
amarelo claro que se dissolve na maioria dos solventes organicos, mas possui baixa
solubilidade em agua, e é amplamente utilizado como um produto quimico em
fragrancias cosméticas e para uso no lar'’'. Além de apresentar baixa toxicidade, suas

propriedades efetivas como repelente e inseticida para o controle de pragas,
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apresentaram boa atividade quimiopreventiva, e propriedades antimicrobianas,

antioxidantes e anti-inflamatdrias'920,

Figura 1 - Estrutura quimica do geraniol e seu isbmero nerol

X X" oH A N

geraniol nerol
OH

Fonte: Elaboragao prépria.

O GE esta presente em 76% dos desodorantes, e em 33% dos produtos
cosméticos (shampoos, géis, cremes, logdes e 6leo de massagem) avaliados por uma
pesquisa com produtos cosméticos de companhias da Europa e dos Estados
Unidos'”2. O Conselho Europeu incluiu o GE na lista de substancias que podem ser
utilizadas em géneros alimenticios com dose diaria de 0,5 mg/kg de peso corporal/dia,
e a Food and Drug Administration (FDA) reconheceram o GE como um produto
seguro, ndo apresentando riscos ao emprega-lo como aromatizante’’3.

Dados de estudos recentes demonstraram que o GE possui varias
propriedades farmacoldgicas, incluindo antioxidante'*,  anti-inflamatoria®®,
antimicrobiana'’®, e atividades antitumorais'’”-178 através de multiplas sinalizagdes de
regulagdo de vias em diversos processos biologicos, sugerindo que o GE é um
potencial candidato a farmaco e que as suas propriedades incentivam estudos a fim
de explorar e viabilizar formulagbes de produtos contendo este composto?°.
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3.2.1.1 Atividade anti-inflamatoria

A inibicao da resposta inflamatoéria e do estresse oxidativo previne danos aos
orgaos, especialmente no cérebro. A peroxidagao oxidativa e a reagao inflamatéria
causada pelo 12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetato (TPA) podem ser
significativamente diminuidos pelo GE. Uma investigagdo demonstrou que o geraniol
promove o metabolismo das células inflamatérias, aumenta o teor de glutationa e
estimula atividades antioxidantes. Além disso, a GE exerce um efeito inibidor sobre a
alteracao da atividade p38MAPK e alivia a mudanca de expressdo deNF-kB e COX-2
causada por TPA'°. Outros estudos exibiram que o GE poderia inibir inflamacao
através da inibicdo do COX-2'80.181 ¢ ter um efeito inibidor na resposta inflamatéria
induzida por pamidronato, estimulando a produgao de IL-10. Além disso, o GE nao

apresentou toxicidade nos mondcitos e ndo impactou a producdo de TNF-a'8".

3.2.1.2 Atividades antimicrobianas

Uma revisao recente de literatura revelou que as propriedades antimicrobianas
do GE sao consequéncias de seu carater nao polar, permitindo modificar a estrutura
lipidica da membrana celular do microrganismo, tornando-a mais permeavel a outros
compostos como os antibidticos, permitindo sua penetracdo no interior da célula e
limitando o crescimento do microrganismo, comprometendo sua sobrevivéncia'®?,

A Escherichia coli (EC) € um importante patégeno causador de diarréia e é
considerada um problema de saude para humanos, principalmente criangas menores
de cinco anos residentes em paises em desenvolvimento. A EC possui varios fatores
de viruléncia para infectar seu hospedeiro, incluindo fatores de colonizagdo e
enterotoxinas. O GE mostrou inibir o crescimento da cepa de E. coli'®, entretanto,
uma grande limitagdo de sua utilizacdo na protegdo de produtos alimenticios € a
natureza hidrofébica deste composto, dificultando a obtencdo de uma disperséo
uniforme em produtos alimenticios com alto teor de agua, resultando em uma perda
dramatica da sua atividade.

Candida albicans é um patdgeno fungico responsavel pela alta taxa de
mortalidade em pacientes imunocomprometidos'®185. Uma recente pesquisa
demonstrou que o tratamento com GE enfraquece as atividades de Candida spp., e
que o uso oral de GE promove inibigdo na formagédo de biofiimes fungicos e na
formacao de hifas. A acdo do GE destruiu a fungdo da parede celular, e reduziu a

atividade da membrana plasmatica (ATPase) e os niveis de ergosterol, suprimindo a
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expansao fungica. Além disso, GE afetou a fungéo mitocondrial e a homeostase de
ferro e mitigou a toxicidade genética'186,

Outro trabalho avaliou a atividade antimicrobiana de Cymbopogon citratus
(capim-limao), cujo maior constituinte é o GE, sobre cepas de Staphylococcus spp.,
Streptococcus mutans e Candida spp. em crescimento planctonico e em biofilme
formado em corpos de prova de resina acrilica. Os resultados demonstraram que o
Cymbopogon citratus apresentou atividade microbiostatica e microbicida para todas
as cepas analisadas, e as médias de UFC/mL isoladas e mistas dos biofilmes foram
menores no grupo tratado em relagéo ao grupo controle'®’.

A utilizagcao do GE em aerossois inibiu o desenvolvimento de patdégenos como
Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes e
Staphylococcus aureus'®, e Cryptococcus neoformans, que é responsavel pelo
desenvolvimento de infecgdes resistentes a medicamentos em pacientes nos ultimos
estagios da AIDS. O Citronelol (concentragao inibitéria minima, CIM = 64 ug/mL), nerol
(CIM = 128 ug/mL) e GE (CIM = 64 ug/mL) também foram ativos in vitro contra
Mycobacterium tuberculosis que causa tuberculose??188,

Apesar de todas as caracteristicas benéficas do GE, ele € um composto
instavel podendo ser facilmente degradavel devido a oxidagao, volatilizagao,
exposicdo a luz e ao aquecimento'®®-192, Portanto, torna-se necessario contornar estas
desvantagens, protegendo-o dos fatores externos, e aumentando a sua estabilidade.
Deste modo, a nanotecnologia surge como uma alternativa para esta substancia
hidrofébica, permitindo sua encapsulagdo por meio de uma nanoemulsdo'®, e

melhorando sua eficacia pela interagao bioldgica.

3.3 Nanotecnologia

A nanotecnologia € um ramo promissor da ciéncia que tem aplicagdo em
diversas areas como na agricultura, engenharias, quimica, farmacia, saude, dentre
outras. Inumeros investimentos tém sido aplicados com resultados promissores como
o desenvolvimento de nanocarreadores de farmacos que permitem dosagem menores
de farmacos com a mesma eficacia terapéutica, minimizando efeitos colaterais
indesejados. O avango e desenvolvimento de novas tecnologias de microscopia
eletrénica permitiram o estudo desses sistemas nanoestruturados e sua utilizagédo em

diversas areas da ciéncia'®.
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Nano (do grego: “anao”) é um prefixo para designar uma parte em um bilhdo e,
assim, um nanémetro (1nm) corresponde a um bilionésimo de um metro. Um material
ou dispositivo com suas dimensbes compreendidas na escala nanométrica é
constituido por um numero reduzido de atomos e sdo observadas novas propriedades
fisicas e quimicas que podem estar ausentes em sua escala macroscoépica. Os
materiais nanométricos apresentam um tamanho na faixa de 0,1 a 200 nm (campo da
fisica) e até 1000 nm (area da saude), com caracteristicas e propriedades fisico-
quimicas especificas comparadas aos materiais estruturados em escala
macroscopica’®,

No campo da pesquisa médica e pratica clinica, o conceito de nanotecnologia
¢ conhecido como nanomedicina'®, e se tornou uma alternativa promissora no
emprego e desenvolvimento de materiais ou substéncias carreadoras na escala
nanométrica que podem servir como ferramentas de diagnostico ou fornecer agentes
terapéuticos a locais especificos de forma controlada, propiciando aumento da
eficacia medicamentosa, reducdo da dose, toxicidade, e dos efeitos colaterais?’.

Os nanocarreadores protegem as substancias ativas contra mecanismos de
inativacdo e degradacao do organismo e possibilitam a incorporagado de substancias
com polaridades distintas, promovendo a liberag&o prolongada e o direcionamento da
acao do farmaco a determinado 6érgao ou tecido. Esses eventos ocorrem devido a
diferentes fatores, como a maior superficie de contato das nanoparticulas, permitindo
maior absorcéo e distribuicdo do farmaco pelo tecido, além das propriedades fisico-
quimicas do revestimento que possibilitam maior afinidade com o tecido alvo e maior
protegéo contra barreiras fisioldgicas do organismo'%4-196,

Diferentes nanocarreadores tém sido desenvolvidos, como as nanoparticulas
poliméricas (NP), nanoparticulas lipidicas sodlidas (NLS), lipossomas e micelas.
Atualmente, recentes nanocarreadores como dendrimeros, nanoemulsdes,'®”
nanogeis, nanosuspensdes, e nanotubos, tém demonstrado elevado potencial como
sistema de entrega 98199,

A selecido adequada da nanoparticula € imprescindivel no sistema de liberagéo
de farmacos, pois devem ser biocompativeis, biodegradaveis, possuir um tamanho,
area e carga de superficie adequados. Os seus parametros fisico-quimicos devem ser
ajustados para que sua funcionalidade possa ser alcangada e as substancias ativas

sejam incorporadas ao substrato e permanegcam estaveis permitindo uma liberagao
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controlada?®®. O Quadro 1 resume as caracteristicas biofarmacéuticas e de seguranca

de algumas nanodrogas.

Apesar dos beneficios da nanotecnologia para varias areas da ciéncia, alguns

fatores negativos como alto custo, dificuldade de dimensionamento de processos e a

facil inalabilidade de nanoparticulas, podem resultar em doengas pulmonares graves,

e a outras doencgas que ocasionam alteragcées na homeostase, podendo levar a morte.

Quadro 1 - Caracteristicas biofarmacéuticas e de seguranga de nanofarmacos

Propriedades biofarmacéuticas

Segurancga

Vantagens

Desvantagens

Vantagens

Desvantagens

NP nanoprojetadas
Melhor distribuicao
sistémica;

Alta retencao na
camada mucosa;
Varias rotas de
dosagem disponiveis

Baixa poténcia de
liberagao sustentada

Diminuigéo da irritagcao
gastrica dos AINEs

Risco toxico devido a
alta Cmax potencial
citotoxico

NP lipidicas
Biodegradavel;
Entrega de farmacos
especificos;
Exposigao sistémica
prolongada

Liberagao rapida
devido a rota de
dosagem limitada da
RES

Baixa toxicidade;
Baixa antigenicidade

Citotoxicidade
dependendo do
surfactante usado

NP poliméricas
Liberagao estavel de
medicamentos in vivo;
Longa duragéo da
acao

Necessidade de evitar
explosao inicial,
Rota de

Baixa imunogenicidade

Precisa ser removido
cirurgicamente para
polimeros nao
degradaveis

Dendrimeros
Liberagao controlada;
Alta solubilidade;
Entrega especifica do
tapete

Rota de dosagem
limitada

Baixa imunogenicidade

Hemototoxicidade

Micelas
Alta permeabilidade da
membrana;
Alta poténcia
solubilizadora; Melhora
da exposicao sistémica

Baixa poténcia de
liberagao sustentada

Baixa imunogenicidade

Risco toxico devido a
alta Cmax potencial
citotoxico;
Citotoxicidade
dependendo do
surfactante usado

Nanoemulsées
Biodegradavel,
Biodisponibilidade oral
melhorada
Solubilidade

Perda da atividade
biolégica da droga

Protecdo contra
toxicidade;
Estabilidade cinética

Degradacéo por
hidrdlise;
Risco de contaminagao
microbiolégica

Abreviaturas: Cnax, concentracdo maxima; AINEs, antiinflamatorio nao esterdide.

Fonte: Elaboracgado propria com dados de outros estudos?6:28:201,
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3.3.1 Nanoemulsoes

As nanoemulsdes (NE) também conhecidas na literatura como emulsdes
ultrafinas, miniemulsbes e emulsées submicrbnicas sao sistemas coloidais
heterogéneos em que um liquido (fase dispersa) é disperso em goticulas de tamanho
nanométrico em outro liquido (fase dispersante)?°2. Podem ser misturas de 6leo em
agua (O/A) ou agua-em-oleo (A/O) ou dispersdes multiplas (O-A-O ou A-O-A)?%3
compostos por 6leos comestiveis, surfactantes e agua, com uma faixa de tamanho
que difere entre varios autores: de 100-500 nm?294-206; 20-200 nm?2°7-299; 1-100 nm?201210-
212_

As NEs sao os veiculos ideais para o transporte de farmacos via parenteral,
tépica, ocular, oral, pois tém a capacidade de solubilizar substancias hidrofdbicas e
proteger os farmacos da hidrolise e degradagao enzimatica. Além disso, possibilitam
a liberacdo prolongada e controlada dos farmacos, reduzindo a frequéncia das
aplicagcdes. A menor possibilidade de floculagdo, sedimentacido e cremeagao,
associada com elevada area de superficie e energia livre as tornam mais vantajosas
que as emulsdes de particulas maiores?'324, possibilitando uma maior capacidade de
absorgao da droga pelas membranas bioldgicas como a pele e mucosa intestinal?'s.

As NEs sdo termodinamicamente instaveis e cineticamente estaveis e
necessitam de alta ou baixa energia para sua formagdo?'®. Os surfactantes ou
emulsificantes e co-surfactantes séo utilizados para garantir a estabilidade do sistema
coloidal, diminuindo o estresse gerado podendo ser utilizados lipideos ou proteinas/
peptideos biocompativeis. Os emulsificantes diminuem a tensao interfacial interna e a
energia superficial entre as fases dispersas e dispersantes, garantindo estabilidade
ao longo do tempo?"”.

As goticulas dispersas em uma NE sdo estabilizadas pelos surfactantes, e suas
propriedades dependem das condigdes termodinamicas, método de preparo e a
sequéncia que sao adicionados. A quantidade de emulsificantes varia de 3 a 10%
(peso/volume) e podem ser néo iBnicos, anfificos, catidnicos ou anidnicos?'.

Atualmente, os surfactantes nao ibnicos como os poliméricos prevalecem nas
formulagdes de novos sistemas carreadores de medicamentos, pois tém maior
compatibilidade, estabilidade e menor toxicidade comparadas aos demais
emulsificantes?'®. Os Fosfolipidios sdo exemplos de surfactantes anfifilicos e também

possuem oOtima biocompatibilidade, e o hexadeciltrimetil brometo de aménio e o
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dodecil sulfato de sédio sdo exemplos de emulsificantes catibnicos e anibnicos,
respectivamente?'8,

As NEs sao cineticamente estaveis, entretanto, uma das fases pode separar-
se apds certo tempo de armazenamento devido a mecanismos de instabilidade?'®. Os
mecanismos de desestabilizagdo sao: 1) floculagdo, processo em que duas ou mais
gotas se associam, mantendo sua integridade individual e aumentando o tamanho das
goticulas. Ocorre quando as forgas de atracdo de Van der Waals dominam as
interagcdes repulsivas eletrostaticas e estéricas; 2) coalescéncia, influenciada pelo
tamanho das NEs e ocorrem quando duas gotas colidem e finalmente fundem??°; 3)
amadurecimento de Ostwald, principal fenbmeno que altera a estabilidade das
Goticulas das nanoemulsdes, e consiste na diferenga de solubilidade ou potenciais
quimicos entre as gotas menores e maiores da emulsdo com intuito de diminuir a
energia total do sistema. O uso de Oleos insoluveis ou a adicdo de polimero
lipossoltvel como surfactantes inibem esse amadurecimento?'®; 4) sedimentagéo, é o
movimento descendente das goticulas devido a sua maior densidade que o liquido
circundante influenciadas pela for¢a gravitacional. Emulsées de goticulas minusculas
tém maior movimento browniano que promove a¢gao menor da gravidade, prevenindo
a sedimentacdo. Outros fatores como composicdo do sistema, técnicas de
emulsificacdo e temperatura de armazenamento contribuem para a
sedimentag&o?16.219,

A utilizagao de sistemas de distribuicdo a base de NEs como um método para
encapsular extratos naturais ativos lipofilicos dispersos em meio aquoso, tem surgido
como uma excelente ferramenta para conceber novas terapéuticas antimicrobianas.
Varias pesquisas recentes relatam a formagcado de NEs contendo 6leos essenciais
como uma estratégia para melhorar sua funcionalidade. Oleos essenciais
incorporados em NEs promovem um aumento da permeabilidade nas membranas
microbianas devido ao aumento da area por unidade de peso??!, reduzindo a
concentragao necessaria para obter um efeito antimicrobiano comparada as emulsdes
convencionais.???

Um recente estudo avaliou a atividade antimicrobiana de NEs preparadas com
lecitina como surfactante e incorporadas com diferentes concentracdes de oleo de
anis contra bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus), Gram-negativas
(Escherichia coli), levedura (Candida albicans) e fungo (Aspergillus niger). Os

resultados demonstraram que a NE a base de dleo de anis apresentou melhores
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resultados contra S. aureus e C. albicans, através da ruptura das membranas externas
e internas e interagdo com proteinas de membrana e alvos intercelulares??3.

As NEs sao sistemas heterogéneos de liquidos estruturados que necessitam
de energia ou surfactantes para entrarem em equilibrio. Portanto, a sua preparagéo
envolve diversas técnicas de alta e baixa energia.

Os métodos de emulsificagao de baixa energia utilizam energia quimica interna
dos sistemas, e requerem apenas agitagdo suave para a produgdo das
nanoemulsdes??*. Esses métodos envolvem a emulsificagdo de inversdo de fase e a
auto emulsificagdo, e ndo sdo utilizados na formulacdo de NEs de géneros
alimenticios pois utilizam elevadas concentragdes de surfactantes comprometendo o
sabor e a segurancga desses ingredientes alimentares?2°,

Os métodos de alta energia mecanica geram elevadas forgas disruptivas que
rompem as goticulas maiores da emulsdo em tamanhos nanométricos, produzindo as
NEs??6, Os dispositivos empregados sdo ultrassonicadores, microfluidizadores e
homogeneizadores de alta pressao. Através dessa tecnologia, € possivel controlar o
tamanho das particulas, a estabilidade, reologia e cor da emulséo.

No método ultrassdnico sdo produzidas ondas ultrassénicas que promovem um
cisalhamento fisico através da cavitagao acustica levando a formagao de microbolhas
que sofrem colapso e provocam elevada turbuléncia, rompendo a estrutura das
macroemulsdes e se formando as NEs??6227, Com este método, a variagdo da
quantidade e tempo de energia ultrassénica dispensada permitem a formulagdo de
nanoparticulas de tamanho e estabilidade almejados??’. Além disso, possibilitam a
producao de NEs sem surfactantes, e novas formacdes de interface quando se irradia

uma emulso de dleo e agua??®.

3.3.2 Micelas

Micelas sao nanoestruturas formadas em solugdo aquosa compostas por
surfactantes anfifilicos (micelas ndo poliméricas) ou copolimeros anfifilicos (micelas
poliméricas) utilizadas como sistema de carreamento de farmacos. A formagao de
micelas em solugcdo aquosa ocorre quando a concentracao do copolimero do bloco
eleva-se acima de uma certa concentragdo chamada de concentracido critica de
agregacao (CAC) ou concentracdo micelar critica (CMC). No CAC ou CMC,

segmentos hidrofébicos de copolimeros de blocos comegam a associar-se para
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minimizar o contato com moléculas de agua, levando a formacao de uma estrutura
micelar vesicular ou de conchas centrais??8.

Esse sistema de estrutura de conchas centrais ou nucleo hidrofébico tem boa
biocompatibilidade, alta taxa de carregamento de medicamentos, e elevado tempo de
circulagdo in vivo. Farmacos com baixa solubilidade em agua sédo encapsulados
dentro do reservatério ou nucleo e estabilizados por surfactantes ou conchas
poliméricas evitando sua difusdo??°.

As micelas poliméricas sdao mais estaveis, tém boa biodistribuicdo e acdo
prolongada comparadas as nao poliméricas. Elas tém uma estrutura de concha central
com tamanho que varia de 10 a 100 nm consistindo do ambiente hidrofilico externo
composto principalmente de polietileno glicol (PEG) e nucleo hidrofébico interno
sintetizado por meio de moléculas como policaprolactona, polipropilenoglicéis,
fosfolipidios e acidos graxos, permitindo a incorporagéo de farmacos hidrofobicos2.
A concha hidrofilica externa proporciona estabilidade as micelas em ambiente aquoso
e aumenta seu tempo de circulagao na corrente sanguinea, protegendo-a do sistema
reticulo-endotelial (SRE) e favorecendo seu acimulo em sitio especifico?3°.

O pequeno tamanho das micelas também contribui para um maior tempo de
circulagado sanguinea, evitando a captura pelo sistema fagocitico mononuclear no
figado e contornando a filtragem de células endoteliais no bagco. Em ultima analise, o
tempo de circulagdo mais longo leva a um melhor acimulo em locais de tecido com
anormalidades vasculares. Esta ultima caracteristica particular fornece um dos
argumentos mais fortes para o uso de micelas poliméricas como carreadoras de
medicamentos anticancerigenos que também tém solubilidade muito baixa??°.

As técnicas utilizadas para estudar as dimensdes das micelas sao a dispersao
dindmica de luz (DLS), dispersdo de luz estatica (DLE), microscopia eletronica de
transmissao (MET) e microscopia de forga atémica (MFA). A MET e a MFA fornecem
imagens diretas de micelas e sobre a sua forma, que geralmente é esférica??®.

O ndcleo hidrofébico € um componente fundamental na determinagao da
capacidade da micela de solubilizar um composto pouco soluvel em agua. A
capacidade do nucleo de encapsular o farmaco depende em grande parte da
compatibilidade entre o nucleo hidrofébico e a molécula do farmaco. Geralmente, uma
boa indicagdo da compatibilidade é a semelhanga estrutural entre a molécula do
farmaco e a parte hidrofdbica ou cadeia lateral hidrofébica do polimero anfifilico

formador de nucleos. A compatibilidade também pode ser estimada comparando a
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polaridade do composto de farmacos pouco solUveis em agua e o segmento
hidrofébico do polimero?2°.

O equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL) de copolimeros de blocos e polimeros e
a razdo de drogas (razdo P/D) também s&o importantes para avaliar o
encapsulamento de farmacos dentro do nucleo micelar. A relagdo P/D relativamente
baixa permite a solubilizacdo de farmacos, mas quando a compatibilidade entre a
droga e o polimero do nucleo é baixa, a razdo P/D geralmente deve ser aumentada
para alcancar solubilizagéo suficiente?3".

A escolha, proporcéo e a caracteristica do tensoativo utilizado na preparacéo
sdo baseadas na verificacdo dos valores do EHL das substancias envolvidas. EHL
significa o balango entre as duas por¢goées moleculares com caracteristicas opostas de
uma substancia. E ele que permite predizer o tipo de comportamento esperado do
composto frente a substancias polares ou apolares?3'.

Os tensoativos devem apresentar valor de EHL equivalente ao da fase dispersa
para manté-la estabilizada frente a fase dispersante. Para determinar o valor de EHL
pode-se recorrer a dados da literatura ou equagdes baseadas na férmula molecular
do composto. Entretanto, quando o EHL de uma substancia é desconhecido, o
preparo de emulsdées deve ser realizado utilizando-se tensoativos de EHL
conhecidos?%?.

Este sistema foi introduzido por Griffin em 1949 como uma escala numérica
adimensional de valores entre 1 e 20 que é usada para descrever a natureza do
agente tensoativo, sendo que os valores de EHL aumentam de acordo com a hidrofilia
da molécula. O equilibrio hidrdfilo/lipéfilo de um tensoativo € uma propriedade
importante no processo de emulsificagao, pois determina o tipo de emulséo que sera
produzida. Agentes emulsivos de EHL baixo tendem a formar emulsdes agua/éleo, ao
passo que aqueles com EHL alto formam emulsées oleo/agua. Portanto, o
conhecimento dos valores de EHL permite predizer o tipo de comportamento esperado
do composto, fornecendo orientagdo para suas aplicagdes praticas?2.

Um recente trabalho avaliou a atividade antifungica do extrato comestivel de
piper incorporado numa micela polimérica de Poloxamer (MPP) sobre Candida
albicans presentes em portadores de protese dentaria e os resultados demonstraram
que o efeito da MPP contra os albicanos foi significativamente maior do que o extrato
simples, com uma concentragao fungicida minima (CFM) de 1,5 mg/mL. Em seguida

foi desenvolvida uma solugdo com MPP para imersao de dentadura e realizado um
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estudo clinico com voluntarios obtendo-se uma reducgao de 86,1 + 9,2% das cepas
apos a imersao diaria das dentaduras em MPPs por 14 dias. A dureza e a rugosidade
das préteses nao foram afetadas, sugerindo que MPPs podem servir como uma
solugdo natural contra a candidiase em portadores de proteses dentarias?33,

Outra pesquisa avaliou nanoparticulas micelares de o-palmitoyl chitosana
(NPs) como carreadores de clotrimazol (CLT) para o tratamento tépico da candidiase
vulvo-vaginal (VVC). O nanosistema apresentou liberagdo sustentada de pH até 24
horas, afetando tanto a atividade anti-Candida in vitro quanto a citotoxicidade. A
plataforma nanoestruturada carregada (CLT) produziu valores favoraveis de indice de
seletividade para um painel de cepas padrao e isolados clinicos de Candida spp. e
linhas de células do trato genital feminino comparados com a droga livre. As NPs-CLT
melhoraram a permeabilidade de farmacos in vitro, sugerindo que o nanocarreador

pode fornecer niveis mais elevados do composto ativo ao tecido da mucosa?3*.
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4 MATERIAL E METODO

Para a realizacado da fase experimental do presente estudo, foram utilizados

0s seguintes materiais de consumo, instrumentos e equipamentos.

4.1 Material
Materiais de consumo
1. Acetona P.A.-A.C.S. (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP,
Brasil);
. Acido morfolinepropanesulfonico (MOPS- Sigma-Aldrich, St. Louis MO, EUA).

. Acido Acético (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP, Brasil);
. Agua destilada;
. Agua mili-Q;

2
3
4
5
6. Alca de inoculacao 10 pL, estéril (Plastbio, Curitiba, PR, Brasil);
7. Alga de Drigalsky (Vidrolabor, Sao Paulo, SP, Brasil);

8. Cloreto de Sddio (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP, Brasil);
9. Culturade C. albicans (ATCC 90028 - American Type Culture Collection, Manassas,
VA, EUA);

10. Cultura de S. aureus methicillin-susceptible (MSSA - ATCC 25923 - American Type
Culture Collection, Manassas, VA, EUA);

11. Etanol PA (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP, Brasil);

12. Frasco coletor universal translucido estéril 80mL (Cral, Cotia, SP, Brasil);

13. Glicose (Labsynth Produtos para Laboratdrio Ltda, Diadema, SP, Brasil);

14. Meio de cultura Mannitol Salt Agar (Acumedia Manufactures, Baltimore, MD, EUA);
15. Meio de cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA);

16. Meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar (SDA) com clorofenicol (Acumedia
Manufactures, Baltimore, MD, EUA);

17. Meio de cultura Trytic Soy Broth (TSB - Acumedia Manufactures, Baltimore, MD,
EUA);

18. Menadiona (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA);

19. Metanol (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP, Brasil);

20. Microtubos tipo Eppendorfs Graduado (Axygen, Curitiba, PR, Brasil);

21. Oleo de montagem (Vectashield - Vector Laboratories, Peterborough, Reino
Unido);
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22. Parafilme (Laboratory Film, Chicago, IL, EUA);

23. Paraformaldeido (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP, Brasil);
24. Placas de 24 pogos de fundo chato e estéril (TPP Techno Plastic Products,
Trasadingen, Suiga);

25. Placas de 96 pogos de fundo chato e estéril (TPP Techno Plastic Products,
Trasadingen, Suiga);

26. Placas de 96 pocos especifica para testes de fluorescéncia (Greiner Bio ONE,
Frickenhausen, Germany);

27. Placas de Petri 90X15 mm descartaveis e estéreis (J Prolab Industria e Comeércio
de Produtos para Laboratério Ltda., Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil);

28. P6 de Cristal Violeta (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP,
Brasil);

29. Ponteiras brancas para micropipeta 10uL (Axygen Scientific, Union City, CA, EUA);
30. Ponteiras amarelas para micropipeta 20-200uL (Axygen Scientific, Union City, CA,
EUA);

31. Ponteiras azuis para micropipeta 100-1000uL (Axygen Scientific, Union City, CA,
EUA);

32. Ponteiras para micropipeta 5 mL (Axygen Scientific, Union City, CA, EUA);

33. Ponteiras para micropipeta 10 mL (Axygen Scientific, Union City, CA, EUA);

34. Sal de Tetrazolium (XTT - Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA);

35. Sistema de filtragao a vacuo estéril (TPP Techno Plastic Products, Trasadingen,
Suiga);

36. Solugao de lisozima (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA);

37. Trizmae hydrochloride (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA);

38. Tubos tipo Falcon de 50 mL, estéril (TPP, Techno Plastic Products, Trasadingen,
Suiga).

Instrumentos
1. Béquer graduado (Vidrolabor, Sdo Paulo, SP, Brasil);
2. Bico de Bunsen (J.Prolab Industria e Comércio de Produtos para Laboratério Ltda.,
Sao José dos Pinhais, PR, Brasil);
3. Bisturi (Duflex, Rio de Janeiro, RJ, Brasil);
4. Erlenmeyer graduado (Vidrolabor, Sdo Paulo, SP, Brasil);

5. Micropipeta de 0,1-10 pyL (Boeco, Hamburgo, Alemanha);
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6. Micropipeta de 20-200 pL (Boeco, Hamburgo, Alemanha);

7. Micropipeta de 100-1000 pL (Boeco, Hamburgo, Alemanha);

8. Micropipeta de 1-5 mL (Boeco, Hamburgo, Alemanha);

9. Micropipeta de 1-10 mL (Boeco, Hamburgo, Alemanha);

10. Micropipeta Multicanal Discovery Comfort, 12 Canais, 50-300 yL (HTL, Warsaw,
Polonia);

11. Pinga clinica (Duflex, Rio de Janeiro, RJ, Brasil);

12. Proveta graduada (Vidrolabor, Sdo Paulo, SP, Brasil).

Equipamentos

1. Agitador de tubos Modelo: AP 56 (Phoenix Industria e Comércio de Equipamentos
Cientificos Limitada, Araraquara, SP, Brasil);

2. Agitador magnético Modelo: 78HW-1 (Andrade’s Comércio e materiais Ltda, S&o
Paulo, SP, Brasil);

3. Autoclave vertical Modelo: AV 60 No 6614 (Phoenix Industria e Comércio de
Equipamentos Cientificos Limitada, Araraquara, SP, Brasil);

4. Balanga de precisdao Modelo: BG 400 No 016450 (Gehaka — Industria e Comércio
Eletro Eletrénica Gehaka Limitada, Sao Paulo, SP, Brasil);

5. Bomba a vacuo (Fanen, Sao Paulo, SP, Brasil);

6. Camara de fluxo laminar vertical, Modelo: PA 115. No. 12898 (Pachane Ind. e Com.
Ltda, Piracicaba, SP, Brasil);

7. Centrifuga de microtubos Modelo: 2410 (Fanem, S&o Paulo, SP, Brasil);

8. Centrifuga de tubos Falcons Modelo: 5810R (Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha);
9. Contador de coldnias Modelo: CP 600 Plus (Phoenix Industria e Comércio de
Equipamentos Cientificos Limitada, Araraquara, SP, Brasil);

10. Espectrofotdbmetro — (Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha).

11. Estufa bacterioldgica Modelo — MA 0324 (Marconi Equipamentos Laboratoriais
Limitada, Piracicaba, SP, Brasil);

12. Estufa de CO2Modelo:L212 (Laboven, Qingdao, China);

13. Estufa para secagem e esterilizagdo Modelo: MA 033 (Marconi Equipamentos
Laboratoriais Limitada, Piracicaba, SP, Brasil);

14. Freezer -80°C (Thermo Scientific, EUA);

15. Incubadora de bancada shaker Modelo: Q816M20 (Quimis Aparelhos Cientificos
Ltda, Diadema, SP, Brasil);
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16. Leitor de Microplacas Fluoroskan Ascent™ microplate fluorometer (Thermo
Scientific, EUA);

17. Leitora de Microplacas TP Reader-Basic (ThermoPlate, Sdo Paulo, SP, Brasil);
18. Micro-ondas Brastemp Crisp 27 (Brastemp, Manaus, AM, Brasil);

19. Microscopio - Tablelap Scanning Electron Microscope Modelo: TM-300
(Hitachi, Tokyo, Japan);

20. Microscopio de fluorescéncia Modelo: BX51 (Olympus, Tokio, Japao);

21. Mini-Beadbeater-8 (Stratech Scientific, Soham, Reino Unido);

22. NanoDrop 1000 Spectrophotometer - Thermo Fisher Scientific (Detroit, MI, EUA);
23. pHmetro (Gehaka, Sao Paulo, SP, Brasil);

4.2 Método
Inicialmente realizou-se o desenvolvimento da NE e micela, sua caracterizacao,

seguido de analise microbiologica e de viabilidade celular.

4.2.1 Desenvolvimento das nanoemulsoes

Para o desenvolvimento da nanoemulsdo (NE) e micelas foi utilizada
metodologia baseada no trabalho de Formariz et al. (2010)?% e Bonifacio et al.
(2015)2%, com adaptagdes. Os experimentos de formulagdo da NE lipidica/micela e
incorporagao das concentragdes de GE foram realizados em colaboragao com o Prof.
Dr. Marlus Chorilli (Departamento de Farmacos e Medicamentos) da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP.

A NE lipidica foi composta de colesterol (CO, 10%) como fase oleosa, tampao
fosfato (TP, 80%) como fase aquosa, e 10% dos tensoativos (2:1) polioxietileno 20-
cetil éter (Brij 58®, Sigma-Aldrich, EUA) e fosfatidilcolina de soja (FS, Epikuron® 200).

Para o preparo da NE, Brij 58® foi adicionado na fase aquosa (TP) a
temperatura de 50°C; em seguida, acrescentou-se a FS misturando-se
adequadamente para garantir uma completa homogeneizagao com auxilio de agitador
magnético. Foi adicionado o CO e a mistura final foi homogeneizada durante 30
minutos.

Em seguida, a mistura foi sonicada utilizando-se aparelho Q700 da QSonica®
com poténcia de 700 watts, amplitude de 13% em modo descontinuo durante 10
minutos com intervalo de 30 segundos a cada dois minutos e banho de gelo durante

todo o processo. Apos sonicagao, as NEs foram centrifugadas a 4000 RPM por 15
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minutos, para eliminar os residuos de titanio liberados pela haste do sonicador. Todas
as regioes dos sistemas foram classificadas visualmente como sistemas viscosos ou
liquidos opticamente transparentes, translucidos ou opacos, viscosos

semitransparentes ou ainda separacio de fases.

4.2.1.1 Incorporagao dos compostos na NE lipidica
O geraniol foi incorporado nas mesmas condigdes descritas para a sintese da
NE, mas com amplitude de 17%, obtendo-se a concentracéo final de 3000 pg/mL

(determinada em estudo piloto).

4.2.2 Desenvolvimento e caracterizagao da micela de geraniol

Estudos prévios da citotoxicidade das GE-NEs demonstraram uma tendéncia
de sedimentacao da fase oleosa no fundo das placas de 96 pocos ap6és a diluicdo das
NEs em meio de cultura DMEM, acarretando a obliteragcdo da monocamada de células
e consequente prejuizo da respiragao celular. Portanto, este estudo teve como
objetivo modificar a composicédo do sistema com a remogdo do colesterol, e o
desenvolvimento de uma micela de geraniol (GE-NM).

A determinagcdo do EHL requerido para sintetizacdo da micela (GE-NM;
EHL=9,0) foi realizada a partir do EHL de 6,5 (tensoativo lipofilico fosfatidilcolina de
soja) e do EHL de 15,2 (tensoativo hidrofilico Brij 58).

Para o calculo das quantidades de tensoativos hidrofilicos e lipofilicos
necessarios para a obtencdo do valor EHL final da GE-NM, utilizou-se a seguinte
equacao (1):

EHLFina = EHLA X (%) A + EHLE X (%) B

Onde EHLA é o valor do EHL da substancia A e EHLs € o valor de EHL da
substancia B.

A proporgcdo dos surfactantes foi mantida constante 5% (p/p) enquanto a
concentracdo de GE variou de 1% a 5% (p/p), conforme dados demonstrados na
Tabela 1. O objetivo foi investigar a capacidade de emulsificagdo dos surfactantes de
acordo com seus respectivos EHLs e determinar a quantidade de GE na formacgao
das GE-NMs.
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Tabela 1 - Valores de EHL utilizados na formulagao das micelas de geraniol

Composicao (%) Brij® 58 (%) Fosfatidilcolina (%) Fase aquosa
GE-NM; 1 1,09 3,91 94
GE-NM; 25 1,09 3,91 92,5
GE-NM3 5 1,09 3,91 90,0

EHL 9,0 15,7 6,5

Fonte: Elaboragao propria.

As formulagdes resultantes foram caracterizadas e avaliadas similarmente as

GE-NEs, como descrito anteriormente.

4.2.3 Caracterizagao estrutural dos sistemas

A estabilidade preliminar das formulagbes foi analisada por meio das
caracteristicas organolépticas (aspecto, odor, opacidade/translucidez), valor de pH,
teste de centrifugagéo, tamanho dos glébulos, indice de polidispersidade, e potencial
zeta, e a avaliagdo morfolégica foi avaliada pela Microscopia Eletronica de
Transmissao (MET).

Para avaligdo organoléptica, foram analisados sinais de instabilidade apds vinte e
quatro horas de realizacdo do preparo das formulagbes por meio da observacido de
sinais de cremeacdo ou de separacao de fases, além de aspectos fisicos como
translucéncia, fluidez, reflexo azulado, e odor. Para a avaliagcdo das modificagdes
utilizaram-se as seguintes siglas:

e SA: sem alteragdes e homogéneo;

¢ LM: levemente modificado, porém sem separagao de fases;

e SF: ndo homogéneo, com separacgao de fases.

A observagao visual da variacdo das cores das formulagdes foi avaliada
durante todo o experimento e classificadas quanto ao aspecto de cor em opacas ou
translucidas.

A determinacdo do valor do pH foi realizada em duplicata, apos diluicdo em
agua das amostras na propor¢ao de 1:10, utilizando um medidor de pH de bancada.

A avaliacao foi efetuada as temperaturas de 25 e 40°C.



47

O teste de centrifugacao foi realizado em duplicata com controle de temperatura
(Eppendorf, modelo 5810R, Hamburgo, Alemanha). As amostras foram armazenadas
em tubos eppendorfs (1mL) e entdo submetidas a centrifugagdo. As determinagdes
foram realizadas a 800, 1800 e 3000 G permanecendo 30 minutos em cada uma das

velocidades, sob a condigdo de temperatura de 25°C.

Avaliacdo da estabilidade estrutural e homogeneidade do sistema: a
nanoemulsao e micela incorporada com o geraniol foram avaliadas no periodo de 6
meses a 1 ano apds a sua formulacdo. A determinacdo do didametro, indice de
polidispersidade (PDI) e potencial zeta das goticulas foi realizada pela técnica do
espalhamento dindmico de radiacao laser usando equipamento Zetasizer Nano NS —
Malvern Instruments®, no Laboratério de Farmacotécnica da FCFAR- Unesp,
Araraquara. Trata-se de um equipamento com elevada sensibilidade na determinacao
de pequenas mudancas no diametro médio, que podem acontecer devido as camadas
adsorvidas na superficie da particula ou as pequenas variagdes no processo de
manufatura. Quando um feixe de luz é lancado através de uma disperséao coloidal, as
particulas ou gotas sdo capazes de espalhar a luz em todas as dire¢des, permitindo
que flutuacbes tempo-dependentes na intensidade do espalhamento sejam
observadas através de um detector responsavel por processar os dados e enviar a
um computador. A partir dessa técnica, é possivel calcular o raio hidrodinamico das

particulas coloidais da equagao de Stokes-Einstein (equagao 1):

D = KT/6mnRh (equagéo 1) onde,

D: coeficiente de difusao das particulas;

K: constante de Boltzmann (1,3807 x 10-23 NmK-1);

T: temperatura absoluta (293,15 K); m: 3,141592;

n: viscosidade (1,002 x 10-3 NM-2s); Rh: raio hidrodinamico.

A analise das NEs e micelas foram realizadas em um analisador de goticulas,
onde a amostra foi colocada em uma camara de analise (20°C) de uma maneira que
o feixe de laser (532 nm) atravessasse a dispersao em toda sua extensdo. Foram
realizadas 10 determinagbes do didmetro médio e indice de polidispersidade (PDI)

das goticulas de cada amostra (n = 3).
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As analises morfologicas e estruturais das NEs e micelas foram analisadas
através de Microscopia Eletrénica de Transmiss&o (MET)?%. Aliquotas diluidas (1:20)
em agua deionizada das nanoemulsées de geraniol e micelas foram colocadas em
grades MET de cobre e contrastadas com solugao de acetato de uranila 2% em agua
destilada durante 5 a 30 minutos, e 0 excesso da amostra foi cuidadosamente
removido com papel filtro. Em seguida, as amostras foram secas em temperatura
ambiente durante 15 minutos antes das analises. Micrografias eletronicas de
transmissao das amostras foram realizadas no Instituto de Quimica da Unesp de
Araraquara (IQ-Unesp) usando um Microscopio eletrénico de transmissao Phillips

CM200, operando a 200 kV, com filamento de LaB6 (hexaboreto de lantanio).

4.2.4 Atividade Antimicrobiana

Foi avaliada a atividade antimicrobiana do GE, GE-NE e GE-NM sobre Cepas
de Candida albicans, Streptococcos mutans, Aggregatibacter actinomycetemcomitans

e Staphylococcus aureus.

4.2.4.1 Candida albicans

Foram utilizadas cepas padrao de Candida albicans (ATCC 90028- American
Type Culture Collection, Manassas, VA, EUA). As leveduras foram reativadas em
placas de Petri contendo agar sabouraud dextrose com 5% de cloranfenicol e
mantidas em estufa a temperatura de 37°C durante 24 horas.

Apos esse periodo, colénias foram transferidas para tubos Falcon contendo
5mL de caldo sabouraud dextrose (CSD) e mantidas durante 24 horas a 37°C. Em
seguida, 500 yL da suspenséao fungica foi inoculada em 9,5 mL de meio RPMI 1640 e
incubadas a 37°C durante 18 horas, seguido de centrifugagao e ajustada em tampao
fosfato (PBS, pH=7,2) estéril até a concentragdo correspondente de 5 x 108 UFC/mL
ajustada em espectrofotdbmetro a 600 nm (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha).
Posteriormente, a suspenséo fungica foi diluida 1:100, seguida de outra diluigdo 1:20
em PBS, obtendo-se uma suspensio de 2,5 x 10° UFC/mL para utilizagdo nos
ensaios.?%

Para obtencéo dos extratos, o geraniol (98% de pureza) foi obtido da Sigma
Aldrich (Sao Paulo, SP, Brasil), e o dimetilsulfoxido (DMSO) da Labsynth Ltda.

(Diadema, SP, Brasil). As emulsbes dos produtos utilizados nos ensaios antifungicos



49

foram preparadas no momento da execucao dos testes. O farmaco foi dissolvido em
DMSO (0,5%)?%* e agua destilada, de forma a se obter uma concentragao inicial de
1200 pug/mL. A mistura foi agitada durante 3 minutos em um aparelho Vortex.

A Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) foi determinada pela técnica de
microdiluicdo em placas de 96 orificios de acordo com as metodologias descritas
segundo a norma do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).2®® Os orificios
das microplacas foram preenchidos com 100 uL de RPMI-1640 tamponado com
MOP’s. Em seguida, acrescentou-se 100 yL do GE diluido em DMSO 0,5% em
diluigdo seriada perfazendo concentracées de 1200 a 0,5 pg/mL. O mesmo
procedimento foi realizado para as GE-NE e GE-NM, as quais foram diluidas em meio
RPMI 1640 e acrescentadas em concentragdes decrescentes de 1200 a 0,5 pg/mL
nos pogos das microplacas.

Adicionalmente, foram distribuidos 5 uL da suspenséao de levedura perfazendo
concentragédo aproximada de 2,5 x 10% células em cada orificio das microplacas.
Como controle positivo foi utilizada a nistatina em concentragdes decrescentes de 64
a 0,5 yg/mL. Também foram realizados o controle do meio de cultura, o controle do
solvente DMSO e o controle negativo (suspensédo das leveduras). As microplacas
foram incubadas a 37°C sob agitagao de 75 rpm por 24 horas, e posteriormente foram
submetidas a leitura de absorbancia a 492 nm em leitor de microplacas (Synergy H1
Multi-Mode Reader — BioTek, Winooski, VT). A CIM foi definida como a menor
concentracao das solucdes testadas capazes de reduzir o crescimento das cepas. Os
testes foram realizados em triplicatas e em trés momentos diferentes.

Apos a leitura espectrofotométrica, foram retirados 10 yL dos orificios que nao
mostraram crescimento visivel, os quais foram semeados em meio de cultura agar
sabouraud dextrose (SD) e mantidos a 37°C em estufa durante 48 horas. A
Concentracédo Fungicida Minima (CFM) foi definida como a menor concentragdo
capaz de reduzir o indculo inicial a 2 99.9 %.

4.2.4.2 Streptococcus mutans e Aggregatibacter actinomycetemcomitans
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (JP2) foi reativada em placas de agar
Brucella suplementado com sangue de carneiro desfibrinado a 0,5%, extrato de
levedura a 0,6%, heminina (5 mg/L) e menadiona (1 mg/L) a 37°C por 48 horas sob
condicdes de microaerofilia. Em seguida, foram inoculadas 3 a 5 colénias em caldo

BHI (Brain Heart Infusion, Becton Dickinson and Company, Sparks, MD, EUA)
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suplementado com extrato de levedura e incubadas a 37°C sob condi¢cbes de
microaerofilia sob agitacdo a 120 rpm até atingir a fase exponencial de crescimento
previamente ajustada em espectrofotdbmetro (DO de 0.08 — 0.13) correspondente a
1,5x108 UFC/mL.

Cepas de S. mutans (ATCC 25175) foram mantidas congeladas até o momento
de sua utilizacado. As cepas foram reativadas em agar BHI durante 48 horas e mantidas
em ambiente de microaerofilia em incubadora a 37°C e 5% CO2. Em seguida, com
auxilio de uma alga bacteriolégica, as colénias foram inoculadas em tubos Falcon
contendo caldo BHI suplementado com extrato de levedura e permaneceram em
incubadora a 37°C até alcancarem a fase exponencial de crescimento.
Posteriormente, foram ajustadas em solugdo salina estéril (0,85%) (NaCl, Sigma-
Aldrich, EUA) para obtengdo de concentragdo de 108 UFC/mL utilizando-se um
espectrofotdbmetro (Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha) no comprimento de onda de
600 nm.

O teste de difusdo em disco € aceito pelo FDA (Food and Drug Administration)
e estabelecido como padrao pelo CLSI e consiste na aplicacao de 10 pL da solucéo
do agente antimicrobiano em discos de papel de filtro estéreis de 6 mm de didmetro,
nas diferentes concentragdes a serem testadas.?4°

A metodologia consiste na introdugao dos discos sobre o meio de cultura solido
previamente inoculado em placas de Petri com as respectivas concentragdes
microbianas aconselhadas, 108 UFC/mL (Unidade Formadora de Coldnia/mL) para
bactérias, 106 UFC/mL para leveduras e 10* UFC/mL para esporulados. A disposigcdo
dos discos deve ser equidistante das laterais da placa, com distancia >15 mm,
evitando sobrepor as zonas de inibig&o.240

Apds ajustadas, as suspensdes bacterianas de S. mutans e A.
actinomycetemcomitans (100 pL) foram semeadas em placas de Petri contendo meio
de cultura Mueller Hinton (Kasvi, Brasil) e agar Brucella, respectivamente, e com o
auxilio de alga de drigalski foi realizada a semeadura em trés dire¢gbes para garantir a
total deposicao do mesmo sobre o meio de cultura. Discos de papel filtro (6mm) secos
e estéreis foram dispostos euidistantes nas placas e inoculado 10 pyL de cada solugao
teste.

O controle negativo foi 0 meio utilizado para diluir as solugées testadas, e o
controle positivo foi a CLX a 0,12%. As placas de petri foram incubadas em estufas a

37°C por 24 horas, e decorrido este periodo foi mensurado o halo de inibicdo de
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crescimento microbiano com auxilio de um paquimetro digital (Mitutoyo 500-196,
EUA).

A CIM e a CBM dos microrganismos sensiveis ao teste de difusdo em agar (S.
mutans) foram realizadas pelo método de microdiluigdo em caldo?*' utilizando-se
placas de cultura celular de 96 pocos que receberam 100 pL das diluicbes do GE
(1200 a 0,5 pg/mL) e das NEs de geraniol (2000 a 3 ug/mL). Apds a reativagcao e
crescimento das espécies como descrito anteriormente, uma suspensao individual de
5 uL dos microrganismos (108 UFC/mL) foram adicionadas em cada pogo, e as placas
foram incubadas a 37°C, sob agitagao de 75 rpm por 24 horas, e apos esse periodo
foram submetidas ao leitor de microplacas (Sinergy H1) a DO de 492 nm. A CIM foi
definida como a menor concentragdo das solugdes testadas sem crescimento das
bactérias. A CBM foi determinada como a menor concentracdo capaz de reduzir o

indculo inicial a 2 99,9%.

4.2.4.3 Staphylococcus aureus

Obtencao e preparo dos inéculos: Foi utilizada cepa bacteriana de referéncia
S. aureus sensivel a meticilina (MSSA - ATCC 25923). Previamente a sua utilizagéo,
os microrganismos foram descongelados, semeados em placas de Petri contendo
meios de cultura Mannitol Salt Agar (Acumedia Manufactures, Baltimore, MD, EUA),
e incubados a 37°C por 48 horas. Em seguida, cinco colénias foram inoculadas em
meio de cultura BHI (Acumedia Manufactures, Baltimore, MD, EUA), e incubadas
“overnight”a 37°C sob agitagdo de 75rpm. As culturas resultantes foram lavadas duas
vezes com PBS, centrifugadas a 4000 rpm durante 5 minutos, lavadas e
ressuspendidas em meio BHI (biofilme simples) e RPMI 1640 (biofilme misto). As
suspensodes foram padronizadas a uma concentracao final de 107 UFC/mL com auxilio
de espectrofotometro (DO=0,1; 600 nm), e foram utilizadas em todos os testes
antimicrobianos e de quantificagao dos biofilmes, tanto simples quanto mistos.

Para avaliar a atividade antibacteriana do GE e NEs de geraniol sobre culturas
isoladas de S. aureus foi determinada a concentragao inibitéria minima (CIM), por
meio do método de microdiluigdo em placa. Em placas estéreis de poliestireno de 96
pogos foram adicionados 100 pL das concentragdes de GE (1200 a 0,5 ug/mL) e das
NEs de geraniol (2000 a 3 yg/mL). Apods a reativagéo e crescimento das espécies
como descrito anteriormente, uma suspensao individual de 5 yL dos microrganismos

(107 UFC/mL) foram adicionadas em cada pogo, e as placas foram incubadas a 37°C,
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sob agitacao de 75 rpm por 24 horas, e apds esse periodo foram submetidas ao leitor
de microplacas (Sinergy H1, Biotec) a DO de 492 nm. Foram realizados os controles
do meio de cultura e a clorexidina a 0,12% utilizada como controle positivo

A CIM foi definida como a menor concentragao das solugdes testadas sem
crescimento das bactérias. A CBM foi determinada como a menor concentragao

capaz de reduzir o indculo inicial a = 99,9%.

4.2.5 Atividade antibiofilme
Biofilmes simples e mistos foram formados para avaliar a atividade antibiofiime

do GE e das NEs de geraniol.

4.2.5.1 Biofilme de Candida albicans

A metodologia da formagao do biofilme foi a descrita por Thein et al. (2007)%42
e Sardi et al.?*3 (2017) com modificagaqdes.

Coleta de Saliva: Previamente, foi realizado coleta de saliva a partir de
voluntarios masculinos escolhidos segundo os critérios de exclusdo: auséncia de
doencas sistémicas, uso de antibidticos nos ultimos 6 meses, presenga de carie ativa
e/ou doencga periodontal. Essa coleta foi realizada com a devida apreciacao e
aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Faculdade de
Odontologia de Araraquara — UNESP (CAAE:46795821.6.0000.5416). A coleta da
saliva foi estimulada por meio da mastigagao de pedacgos de Parafilm® e armazenada
em tubos Falcon, centrifugada (3800 g, 4°C, 10 minutos), e o sobrenadante foi filtrado
utilizando-se membrana de 0,22 uym. As aliquotas de saliva foram mantidas a -20°C e
utilizadas em todos os testes antibiofiime deste estudo.

Preparo do Inéculo: Culturas de cepas de Candida albicans (ATCC 90028)
foram reativadas em meio de cultura RPMI 1640 (Sigma, MO, USA), pH 7,0
tamponado com 0,165 M de MOPS (acido 3-N-morfolino propanosulfénico), acrescido
com 2% de glicose e mantidos a 37°C durante 18 horas. Apds o crescimento, a
suspensao foi centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos e as células lavadas 2 vezes
com PBS estéril. A seguir, o material resultante foi ajustado com auxilio de
espectrofotdmetro (Eppendorf AG, 22331 Hamburg, Alemanha) a 600 nm até atingir
absorbancia  determinada  previamente ao experimento  (Abs=0,8<1,0),

correspondendo a uma suspensao de 1x10” UFC/mL.
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Formacéao: Apds a reativagao, 100 pyL da suspensao foram transferidas para
placas de 96 pocos, e incubadas a 37°C por 1 hora e 30 minutos, em agitador orbital
a 75 rpm, tempo que correspondeu a fase de adesdo dos microrganismos a superficie
dos orificios. ApoOs este periodo, a suspensao foi aspirada e os poc¢os lavados com
PBS para remover os microrganismos n&do aderidos. Posteriormente, 100 pyL da
suspensao de C. albicans em meio RPMI 1640 foram adicionados em cada pogo para
promover o crescimento do biofilme e mantidos a 37°C por 48 horas sob agitagao a
75 rpm.

Tratamento: Em seguida, o meio de cultura foi substituido por 100 yL das
solugdes testes de geraniol e NEs (Tabela). A nistatina (256 e 512 pg/mL) foi usada

como controle positivo e pogos sem medicamentos como controle negativo.

4.2.5.1.1 Quantificagao do biofilme (UFC/mL)

Quantificagdo: Apds a incubagédo a 37°C por 24 horas, os biofilmes foram
lavados duas vezes com solugdo salina estéril, raspados com auxilio de ponteira,
transferidos para 5 ml de solucéo salina estéril e submetidos a sonicagao com trés
pulsos de 15 segundos e 7 W de poténcia (Fisher Scientific, Sonic Dismembrator
modelo 100; EUA). Em seguida, foram feitas diluicbes seriadas da suspenséao
homogeneizada, semeadas em placas de agar sabouraud dextrose e incubadas por
48 horas a 37°C. Apds esse periodo, o biofilme foi quantificado pela contagem de
unidades formadoras de colénia (UFC/mL). Os ensaios foram realizados em triplicata

e em trés ocasides distintas.

4.2.5.1.2 Caracterizagdao morfolégica pela técnica de Microscopia eletrénica de
Varredura com Emissao de Campo (MEV-FEG)

As analises morfologicas e estruturais dos biofilmes de C. albicans foram
realizadas no Instituto de Quimica da Unesp de Araraquara (IQ-Unesp) por meio do
microscopio eletronico de alta resolugdo de emisséo por campo (MEV-FEG) marca
JEOL, modelo JSM-7500, com software de operacao PC-SEM v 2,1,0,3, equipado
com detectores de elétrons secundario, retroespalhados e analise quimica (energy
dispersive spectroscopy - EDS) da marca Thermo Scientific, modelo Ultra Dry, com
software de operagdao NSS 2.3. Biofilmes de C. albicans foram incubados e tratados
com as solucdes testes sobre a superficie de laminulas em placas de 24 pocos

similarmente ao teste de UFC/mL até o momento da lavagem com PBS.
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Posteriormente, as laminulas foram fixadas com glutaraldeido a 2,5% durante 1 hora,
lavadas 3 vezes com PBS e desidratadas gradualmente com solugdes crescentes de
alcoois (70%, 90%, 60 minutos cada; alcool absoluto, cinco lavagens de 15 minutos),
e armazenadas em dessecador a vacuo durante 7 dias com silica gel.

Para serem observadas em MEV, as laminulas foram posicionadas em
suportes metalicos de amostras (stubs), fixadas com fitas dupla-faces de carbono com

cola condutora de silicio para melhorar a condutividade e metalizadas com ouro.

4.2.5.1.3 Microscopia Confocal de Varredura a Laser (MCVL)

Para ilustrar o efeito das solugdes testes nos biofilmes de espécies unicas, foi
realizada a MCVL. Apds o tratamento dos biofilmes formados em placas de 24 pogos,
estes foram suavemente lavados com solucdo salina estéril e coradas com o kit
Live/Dead BacLight Bacterial Viability (L7012, Invitrogen Molecular Probes, Eugene,
OR, EUA) de acordo com a instrugdes do fabricante. Preparou-se uma solugao
estoque em PBS estéril contendo 12 pL da solugdo SYTO 9 e 12 uL da solugéo de
lodeto de Propidio. Em seguida, adicionou-se 750 pL da solugdo homogeneizada em
cada pogo, permanecendo em contato durante 15 minutos a 37°C, protegido da luz.
Posteriormente, as amostras foram lavadas com PBS e fixadas com paraformaldeido
a 4% durante 30 minutos e encaminhadas a microscopia. A obtencao das imagens foi
realizada por meio do Microscépio de Fluorescéncia Confocal Carl Zeiss LSM 800
com Airyscan, com auxilio do Software ZenBlue versédo 2.3, com uma resolucéo de
1.024 por 1.024 pixels. Os comprimentos de onda de excitagdo/emissao foram de
488/500nm para SYTO 9 e 488/635nm para lodeto de Propidio, e as imagens de um
unico plano focal do biofilme foram capturadas pelo sistema com uma lente de

ampliacédo de 20x.

4.2.5.2 Biofilme de Streptococcus mutans

Preparo dos Indéculos: Utilizou-se neste estudo cepa de referéncia de
Streptococcus mutans (ATCC 25175). O microrganismo foi reativado em meio de
cultura BHI (Brain Heart Infusion, Acumedia, Lansing, MI, USA) suplementado com
extrato de levedura (Yeast Extract Powder, Himedia, Vadhani, MB, IND) e mantido em
jarra de microaerofilia por 18 horas a 37°C. As suspensdes bacterianas tiveram sua

turbidez ajustada com o auxilio de espectrofotémetro (Eppendorf AG, 22331 Hamburg,
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Germany) a uma densidade 6ptica de 600 nm que correspondeu a uma suspensao
para solugdo de trabalho de 1x10” UFC/mL.

As solucdes de GE, GE-NE e GE-NM foram diluidas em meio BHI nas
concentragcbes de 1000 ug, 600 ug e 300 ug, respectivamente. A Clorexidina foi
utilizada como controle positivo na concentracao de 0,12 % e o meio de cultura BHI
foi utilizado como controle negativo.

Quantificacdo do biofiime (UFC/mL): Biofilmes simples de S. mutans foram
formados em placas de microtitulagdo de 96 pogos estéreis (n=9). Para formar a
pelicula adquirida, foi utilizada saliva como descrito anteriormente, e em seguida
foram adicionados 200 uL da suspenséo bacteriana padronizada. As placas de cultura
foram mantidas em microaerofilia a 37°C durante 48 horas, e o meio foi renovado apoés
24h. Finalmente, apés 48h, cada poco foi lavado duas vezes com PBS estéril, e foram
adicionados 200 pyL das concentracdes testes de GE, GE-NE e GE-NM. Apds a
incubacao a 37°C durante 24 horas, os biofilmes foram lavados duas vezes com
solugao salina estéril, raspados com auxilio de ponteira e transferidos para 5 mL de
solugdo salina estéril e submetidos a sonicagédo com trés pulsos de 15 segundos e 7TW
de poténcia (Fisher Scientific, Sonic Dismembrator modelo 100; EUA). Em seguida,
foram feitas diluicdes seriadas da suspensao homogeneizada, semeadas em placas
de agar BHI suplementadas e incubadas por 48 horas a 37°C. Apds esse periodo, o0
biofilme foi quantificado pela contagem de unidades formadoras de colénia (UFC/mL).

Os ensaios foram realizados em triplicata e em trés ocasides distintas.

4.2.5.3 Biofilmes mistos de S. aureus e C. albicans em corpos de prova de Titanio

Obtencao e Preparo dos corpos de prova de Titanio: Discos de titanio estéreis
foram adquiridos da empresa Neodent (Curitiba, PR). Os discos apresentavam
dimensdes de 6 mm de diametro por 2 mm de espessura, com aproximadamente 86

mm? de area total.

4.2.5.3.1 Quantificagao do biofilme (UFC/mL)

A suspensdo padronizada de C. albicans e S. aureus foram preparadas e
ajustadas conforme descrito anteriormente, a concentragdes finais de 106 UFC/mL e
107 UFC/mL, respectivamente. A formagao do biofilme em corpos de prova de titanio
foi descrita por de Avila et al. 4 (2016) e Maquera-Huacho et al. 24> (2018), com

modificacdes. Os discos de titdnio foram posicionados em placas de 24 pocos e
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imersos em 1 mL de saliva para formacao da pelicula adquirida sobre as superficies
conforme descrito para os biofilmes simples. Em seguida, os discos foram lavados
com PBS estéril, transferidos para uma nova placa, e 500 yL de cada suspensao
microbiana foi inoculada para a formacgao do biofilme duplo e mantidos a 37°C por 24
horas em incubadora, que correspondeu a fase de adesdo. Apds este intervalo, a
suspensao foi removida e os discos lavados duas vezes em PBS estéril para remocgéao
dos microrganismos nao aderidos. Em seguida, as amostras foram colocadas em
pocos contendo 1 mL de RPMI 1640 suplementado com 2% de glicose e incubados
por 24 horas a 37°C.

Posteriormente, o discos foram transferidos para novos pogos contendo 1 mL
de cada grupo experimental conforme descrito na Tabela 2, que foram concentragdes
limiares de citotoxicidade testadas previamente e que indicaram eficacia
antimicrobiana e prevencédo de biofilmes simples de C. albicans. Os discos foram
incubados a 37°C por 24h, lavado com PBS e transferido para tubos Eppendorfs
estéreis com 1 mL de PBS. Em seguida, os discos foram sonicados por 30s, com uma
saida de 7W (Fisher Scientific, Sonic Dismembrator modelo 100; EUA) e raspados
cuidadosamente durante 1 minuto. Em seguida foram realizadas diluicées seriadas da
suspensdo homogeneizada, plaqueadas em placas de Petri contendo BHI agar e
incubadas por 24 horas a 37°C para posterior contagem das unidades formadoras de
colénia, MCVL e MEV.
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Tabela 2 - Grupos e tratamentos testados sobre os biofilmes em corpos de prova de titanio

Grupo Concentragao Biofilme UFC MCVL MEV
C. Negativo - Misto 9 discos 2 discos 2 discos
GE 600 ug/mL Misto 9 discos 2 discos 2 discos
GE-NE 600 pg/mL Misto 9 discos 2 discos 2 discos
GE-NM 600 pg/mL Misto 9 discos 2 discos 2 discos
CHX 0,12% Misto 9 discos 2 discos 2 discos

C. Negativo: controle negativo

Fonte: Elaboracéao prépria.

4.2.5.3.2 Microscopia confocal de varredura laser (MCVL)

Apds o periodo de incubacdo, os corpos de prova de titdnio foram lavados
suavemente duas vezes com PBS para a remogao de microrganismos nao aderidos,
e as amostras foram transferidas para pogos de nova placa de cultura de células e

submetidas a MCVL conforme descrito no item 4.2.8.1.3.

4.2.5.3.3 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Para avaliar a relacéo entre os microrganismos C. albicans e MSSA sobre os
corpos de prova de titanio foi realizado MEV. Para este teste, biofilmes mistos foram
formados e avaliados em placas de 24 pogos seguindo a mesma metodologia

conforme descrito no item 4.2.8.1.2.

4.2.6 Citotoxicidade
Para avaliacdo da citotoxicidade foram realizados os ensaios de viabilidade
celular Alamar Blue e microscopia de fluorescéncia.

Para a realizagao dos ensaios in vitro foram utilizados queratinécitos orais
normais espontaneamente imortalizados (Normal Oral Keratinocytes spontaneously
immortalized - NOK-si), gentilmente cedidos pelo Professor Dr. Carlos Rossa Junior,
Departamento de Diagndstico e Cirurgia, Faculdade de Odontologia de Araraquara -
UNESP).

As células foram descongeladas e cultivadas em meio de Eagle modificado por
Dulbecco, suplementado com 2,0 mmol/L de glutamina; 10% de soro de bovino fetal,
1% de antibiético/antimicético (penicilina G - 10 000 ug/mL, estreptomicina - 10 000

pMg/mL e anfotericina B - 25 yg/mL). O cultivo das células foi realizado em garrafas
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para culturas de células com tampa contendo um filtro que permite a passagem de
CO2 (Costar, Corning Incorporated, Corning, NY, EUA). Essas garrafas foram
incubadas em estufa para cultura de células (Thermo Scientific) com 5% de CO2, a
temperatura de 37°C e ambiente com umidade controlada.

O crescimento celular foi monitorado diariamente com o auxilio de um
microscépio de bancada invertido. As células foram cultivadas até atingirem 90% de
confluéncia, lavadas com tampao PBS, retiradas da placa com solugao de tripsina
0,005%/EDTA (0,53 mmol/L) e entdo submetidas a centrifugagdo a 400 x g por 5
minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 3 mL de
DMEM com 10% de SFB. Dessa suspensao de células, 1 mL foi colocado em nova
garrafa, e acrescidos com 14 mL de meio de cultura suplementado e levada a estufa
para a formacao de nova confluéncia de células. Para todos os experimentos foram
utilizadas células entre a 32 e a 122 passagem.

Para a realizagéo do teste de citotoxicidade, uma suspensao de 10° células/mL
em meio de cultura foi preparada. Efetuou-se os procedimentos descritos
anteriormente para obtencao do pellet, o sobrenadante foi desprezado e acrescentou-
se 5 mL de meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB,
Cultilab, Campinas, SP, Brasil) e 1% de penicilina, estreptomicina e glutamina (100
Ul/mL de penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina e 2 mmol/L de glutamina - Gibco,
NY, EUA). Posteriormente, 50 uL foram retirados e adicionados a 50 pyL de corante
azul de Tripan (Merck - Industrias Quimicas Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Dessa solugao,
10 uyL foram introduzidos na cémara hemocitométrica tipo Neubauer (Boeco,
Hamburg, Alemanha) para contagem das células viaveis e ajuste da suspensao a

concentracao de interesse.

4.2.6.1 Obtencao dos extratos e solugébes testadas

Foi realizada a diluicdo do GE em meio de cultura DMEM com suplementacao
de 1% de soro fetal bovino (SFB) nas concentragdes finais de 0,075 a 1,2 mg/mL. As
NEs foram diluidas em meio DMEM com suplementagao de 1% de SFB na proporgao
de 1:10 (v/v) para obtengdo dos seus extratos e incubadas a 37°C por um periodo de
24 horas conforme Norma ISO 10993-12:200924¢ (Figura 2). Apds esse periodo, 0s
extratos foram esterilizados por filtragdo com membranas contendo um filtro especial
de acetato de celulose com porosidade inferior a 0,22 um?, e as solugdes obtidas

foram diluidas em DMEM suplementado com 1% de SFB para se obter concentracoes
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decrescentes dos extratos de Blank-NEs (100%, 50%, 25%, 12,5% e 6,25%) e da GE-
NE (1200 pg/mL, 600 ug/mL, 300 ug/mL, 150 ug/mL e 75 pg/mL). As GE-NM foram

diluidas em DMEM com 1% de SFB nas mesmas concentra¢gdes da GE-NE.

Figura 2 - Extratos obtidos pelas diluicdes das solugdes testadas

A: extrato da NE; B: extrato da micela de geraniol; C: extrato da NE de
geraniol.

Fonte: Elaboracéao prépria.

4.2.6.2 Ensaio de viabilidade celular (Alamar Blue)

Para andlise da viabilidade celular foi utilizado o ensaio de Alamar Blue. Este
método € baseado na reacdo da resazurina, um corante nao fluorescente azul
arroxeado, soluvel em agua, estavel em meio de cultura, ndo téxico, que é reduzido
em resorufina, substancia rosa e altamente fluorescente pela acdo da atividade
metabdlica das mitocondrias de células viaveis.

Para a realizacéo do teste, 100 puL da suspens&o composta de 10° células/mL
foram introduzidos em pocos de uma placa com 96 orificios e incubada em estufa com
5% de CO2 a 37°C por 24 horas. Apds esse periodo, o meio de cultura foi desprezado,
permanecendo as células aderidas no fundo da placa, e 100 uL dos extratos contendo
as substancias liberadas pelas solugdes testadas foram adicionados a placa, sendo
incubados por 24 horas. Para cada repeticao do teste, foram destinados trés
compartimentos da placa contendo meio de cultura novo suplementado com 1% de
soro fetal bovino (controle negativo), e trés pogos receberam 100 puL de H202a 3%
(controle positivo). Ap6s o periodo de incubacdo de 24 horas, removeram-se as

solugbes dos grupos experimentais, e 100 pl da solugdo de Alamar Blue foram
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adicionados a cada orificio da placa, que permaneceu incubada por um periodo de 4
horas a 37°C.

Em seguida, a leitura da emissao de fluorescéncia foi realizada com o auxilio
de um leitor de placas (Synergy H1 Multi-Mode Reader — BioTek, Winooski, VT) com
filtros de excitagdo em 560 nm e emissdo de 590 nm. Para cada condigcéo
experimental, realizou-se um branco correspondente na auséncia de células. Este
experimento foi realizado em triplicata e em trés momentos distintos.

A viabilidade celular foi obtida pela divisdo dos valores das densidades opticas
dos pogos experimentais por aqueles do controle negativo e multiplicando-se por 100.
As solugbes testadas foram classificadas de acordo com a ISO 10993-5%46: 0 - ndo
citotdxico (viabilidade celular superior a 75%), 1 - ligeiramente citotoxica (entre 75% e
50% de viabilidade celular), 2 - moderadamente citotoxica (entre 50% e 25% de

viabilidade) e 3 - fortemente citotéxica (viabilidade celular inferior a 25%).

4.2.6.3 Microscopia de fluorescéncia

Com o objetivo de se avaliar a viabilidade celular das concentragdes testadas e
a ocorréncia da diminui¢cdo do crescimento e morte dos queratindcitos orais (NOK-SI),
foi realizada a microscopia de fluorescéncia. Para obtengdo das imagens em
microscopio de fluorescéncia, as células foram incubadas juntamente com os grupos
testes conforme descrito anteriormente.

Apds o periodo de incubagao com as células, os pocos foram aspirados e se
acrescentou 4 pM ethyl 1 (Eth-1-células mortas = fluorescéncia vermelha) e 2 yM
Calcein AM (CA-células viaveis = fluorescéncia verde) acrescidos em meio DMEM
sem soro fetal bovino e mantidos em incubadora durante 30 minutos (Live / Dead®
Viability /Kit de citotoxicidade; Invitrogen). Apds esse periodo, avaliou-se a presenca
de células vivas e mortas com a utilizacdo de um microscépio de fluorescéncia Leica
DM 5500B (Nussloch GmbH, Nussloch, Alemanha). Esse experimento fora realizado

em duplicata e em uma unica ocasiéao.

4.3 Analise Estatistica

Foram analisados a variavel contagem de colénias (UFC/mL) em biofilmes
simples (S. mutans) e misto (C. albicans e S. aureus) em meios de cultura seletivos
para cada micro-organismo e ensaio Alamar Blue. Os dados de contagens de coldnias

foram transformados de acordo com a formula log (UFC+1) / mL. Os dados foram
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analisados estatisticamente, apds agrupamento, por meio do software SPSS for
Windows (versao 15.0; SPSS Inc.). Todas as analises foram realizadas utilizando-se
a =0,05. A aderéncia dos dados a distribuicdo normal e a homogeneidade de variancia
foram testadas pelo teste de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente, onde foi
constatada distribuicdo normal (p>0,05) e homogeneidade de variéncias (p>0,05) para
as variaveis avaliadas, portanto os dados cumpriram os pressupostos para aplicar um
teste paramétrico para amostras independentes. Dessa forma, os valores
correspondentes as meédias dos espécimes dos grupos foram submetidos ao Teste de
ANOVA e pos-teste de Tukey.

Para a variavel biofilme (UFC/mL) de C. albicans, os dados foram analisados
utilizando-se ANOVA 1-fator com correcao de Welch e pds-teste de Games Howell
(p< 0,05) para identificagdo das diferengas entre os grupos por meio de comparagoes
multiplas.

Os ensaios de caracterizagdo, MCVL, MEV, microscopia de fluorescéncia,
microscopia de forga atdbmica e atividade antimicrobiana foram analisados

descritivamente.
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5 RESULTADO

Os resultados obtidos sdo apresentados em sequéncia.
5.1 Desenvolvimento e Caracterizagdao da GE-NE

Diagrama de fases e caracterizacdo da nanoemulsao: Dos estudos iniciais com
formulagdes de NE, o sistema mais transparente contendo colesterol (CHO),
Fosfatidilcolina de soja (SPC / Brij® 58) e tampao aquoso foi obtido a partir de uma
mistura de surfactante com um valor de equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL) de 12,47;
qgue corresponde a uma razdao SPC / Brij® 58 de aproximadamente 1: 2. Assim, esta
composig¢ao surfactante com um valor de EHL de 12,47 foi usada ao longo do restante
do estudo.

Para caracterizar adequadamente os sistemas NE, utilizou-se o diagrama de
fases pseudoternario desenvolvido anteriormente?®® que descreve as condigdes
experimentais e razdes ideais para combinar os componentes para obter uma
preparagao translucida. Para SPC / Brij® 58 estabilizar a NE, o diagrama de fase
pseudoternario (Figura 3) demonstra que uma ampla gama de possibilidades pode ser
obtida com sistemas claros nas regides do diagrama de fase em que o 6leo-em-agua
da NE prevalece.

A formulagédo NE foi selecionada para obter um sistema éleo-em-agua quando
diluida com tamp&o aquoso. O ponto circulado no diagrama de fases da Figura 3
representa a composi¢cdo da formulagdo utilizada para incorporar o geraniol no
presente estudo. Os pontos foram obtidos com diferentes caracteristicas estruturais
de acordo com a variagao das relagdes 6leo e agua.

O diagrama de fases mostra as caracteristicas dos pontos classificados como
sistema liquido transparente (TLS), sistema viscoso e opaco (VOS), separagédo de
fases (PS), sistema viscoso transparente (TVS) e sistema viscoso semitransparente
(VSTS). As regides conhecidas como TLS foram observadas onde havia baixa
concentragéo de 6leo (10%) e concentracéo de surfactante (10% -30%). O VOS foi
encontrado na regido interior e no centro do diagrama com uma baixa concentragdo
de o6leo (20% —50%) e concentracao de surfactante (10% —-20%). PS ocorreu com
baixa concentragao de agua (10% —40%) e concentragao de surfactante (10% —40%).
TVS tinha uma concentragao de fase oleosa entre 20% e 50% e uma concentragao

de surfactante entre 40% e 70%, e VSTS (sistema semitransparente viscoso) tinha
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uma baixa concentragao de agua (10%) e alta concentragao de surfactante (50% -
80%).

Figura 3 - Diagrama de fases contendo SPC/Brij® 58 (S), Colesterol (O), e tampao aquoso
(W)

TLS-ponto selecionado . VOS PS
Para carregar o farmaco

’ TLS @ s VSTS

Abreviaturas: TLS, sistema liquido transparente; VOS, sistema opaco e viscoso; PS,
separagao de fases; TVS, sistema transparente viscoso; VSTS, sistema semi viscoso-
transparente.

Fonte: Bonifacio et al.?%® (2015).

Testes preliminares de estabilidade fisico-quimica das nanoemulsdes: O
estudo de estabilidade fornece indicagdes sobre o comportamento do produto, em
determinado intervalo de tempo, frente a condi¢des ambientais a que possa ser
submetido, desde a fabricagdo até o término da validade. Os testes de estabilidade

sao considerados um procedimento preditivo, baseado em dados obtidos de produtos
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armazenados em condi¢des que visam acelerar alteragdes passiveis de ocorrer nas
condi¢cdes de mercado. Como em todo procedimento preditivo os resultados ndo sao
absolutos, mas tém probabilidade de sucesso.

A sequéncia sugerida de estudos (preliminares, acelerados e de prateleira) tem
por objetivo avaliar a formulacdo em etapas, buscando indicios que levem a
conclusdes sobre sua estabilidade. O chamado teste de estabilidade preliminar tem
como objetivo auxiliar e orientar na escolha das formulagdes, o desenvolvimento e
inovagcdo do produto, utilizando-se diferentes formulagbes de laboratorio e com
duracdo reduzida. Emprega condigdes extremas de temperatura com o objetivo de
acelerar possiveis reagdes entre seus componentes e o surgimento de sinais que
devem ser observados e analisados conforme as caracteristicas especificas de cada
tipo de produto. Devido as condi¢gdes em que € conduzido, este tipo de teste ndo tem
a finalidade de estimar a vida util do produto, mas sim de auxiliar na triagem das
formulagdes ao longo da produgéo, antes de atingir o produto final.?*’

Nesta perspectiva a estabilidade preliminar das formulagdes foi analisada por
meio das caracteristicas organolépticas (aspecto, odor, opacidade/translucidez), valor
de pH e teste de centrifugacdo. O tamanho dos glébulos, indice de polidispersidade,
e potencial zeta das NEs foram testadas no periodo de 6 meses e 1 ano apds sua
formulacgao.

Avaliagao organoléptica: Os resultados da avaliagdo organoléptica encontram-
se disponibilizados na Tabela 3. Foram avaliados sinais de instabilidade apds 24 horas
de realizacdo do preparo das formulagbes por meio da observagcdo de sinais de
cremeagao ou de separagao de fases, floculagao, sedimentagao, além de aspectos
fisicos como translucéncia, fluidez e odor. Para a avaliacdo das modificacbes
utilizaram-se as seguintes siglas:

e SA: sem alteragées e homogéneo;
e LM: levemente modificado, porém sem separacao de fases;

e NH: ndo homogéneo, com separacao de fases.
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Tabela 3 - Anadlise das caracteristicas organolépticas das nanoemulsdes 24 horas apos sua

formulagao
Temperatura NE GE-NE GE-NM
25° SA* SA* SA*

*SA, sem alteragoes.

Fonte: Elaboragao prépria.

Analise macroscopica e cor: Todas as formulagdes apresentaram as mesmas
caracteristicas nos testes preliminares de estabilidade: emulsao fluida e auséncia de
cremeacgao ou separacao de fases. Devido a instabilidade intrinseca das emulsoes,
a analise macroscopica foi realizada apdés 24 horas da preparagao, sendo
imprescindivel aguardar um periodo inicial de estabilizagdo das NEs apds o seu
desenvolvimento para favorecer sua homogeneidade?42.

As NEs (Blank e GE-NE) apresentaram uma caracteristica leitosa e as GE-NM
transparentes ou translucidas (Figura 4). Ha uma relacdo entre o tamanho das
particulas e sua cor, e quanto menor o tamanho das goticulas, mais clara ou
transparente é seu aspecto. As cores brancas ou leitosas indicam tamanho maior de

glébulos?®2.

Figura 4 - Aspecto macroscopio da GE-NE (A) e da GE-NM (B) apés sua sintetizacao

NE=nanoemulsao; GE= geraniol.

Fonte: Elaboragao prépria.

Teste de Centrifugacdo: Ao iniciar-se qualquer estudo de estabilidade,
recomenda-se submeter o produto ao teste de centrifugagcdo, que consiste em

centrifugar uma amostra a 800, 1800 e 3.000 G durante 30 minutos. O produto deve
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permanecer estavel e qualquer sinal de instabilidade indica a necessidade de
reformulacdo. O teste de centrifugagcédo produz estresse na amostra simulando um
aumento na forgca de gravidade, aumentando a mobilidade das particulas e
antecipando possiveis instabilidades. A amostra € centrifugada em temperatura,
tempo e velocidade padronizados e posteriormente avalia-se visualmente a amostra,
observando-se sinais de precipitagao ou sedimentacao, separagao de fases, formacgéao
de cakin (sedimento ndo redispersivel), coalescéncia.?*’ O teste de centrifugacao
aumenta a colisdo entre os globulos, permitindo prever de forma rapida a estabilidade
da emulsdo.%4°

O resultado da analise visual das amostras esta expresso na Tabela 4, e as
formulagdes das nanoemulsdes e da micela estdo apropriadas conforme os
parametros determinados pela ANVISA (2004), e permaneceram estaveis apos o teste

de centrifugacéo.

Tabela 4 — Analise do teste de centrifugacao de cada formulagdo de nanoemulsao e micela.

FORMULAGOES
RPM* NE GE-NE GE-NM
2673 SA SA AS
4009 SA SA AS
5175 SA** SA AS

Abreviaturas: *RPM, rota¢des por minuto; **SA, sem alteragdes.

Fonte: Elaboracéao prépria.

Avaliacdo do pH: Os valores médios do pH das formulagdes estéo
disponibilizados na Tabela 5. Os valores de pH permaneceram entre 6,8 e 7,5 como
na medic¢ao inicial, entretanto, o aumento da temperatura ocasionou diminuicdo nos
valores de pH da nanoemulsdo de geraniol, sugerindo uma diminuicdo da sua
estabilidade.

As alteragdes no valor do pH podem ser decorrentes de processos oxidativos
dos componentes da formulagao, principalmente da fase oleosa, como os dleos
vegetais, que sdo passiveis de auto oxidagdo quando expostos ao oxigénio

atmosférico ou a altas temperaturas formando hidroperéxidos ou mesmo ocorrendo a
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hidrélise de triglicerideos levando a formacao de acidos graxos, sendo que os acidos

graxos livres reduzem o pH da formulag&o?®°.

Tabela 5 - Determinagcado do pH da nanoemuls&o de geraniol apos estresse térmico.

Formulacgao pH (25°C) pH (40°C)

Nanoemuls3o + geraniol 74+0,1 6,9+0,2

* desvio-padrao

Fonte: Elaboragao prépria.

Diametro hidrodinamico médio, indice de Polidispersividade (PDI) e Potencial
Zeta (PZ): A dispersao de luz foi utilizada para determinar o didmetro da fase interna
das NEs formuladas, que foram diluidas com agua deionizada para detectar erros
experimentais.

A Figura 5 mostra o didmetro hidrodinamico, PDI e PZ da NE e GE-NE
formuladas, onde observa-se que o didametro das particulas de NEs puras (blank) foi
de 150,8 £ 1,7 nm; e de 232,3 = 2,7 paras as NEs apos incorporagao do geraniol,
corroborando com outro estudo que considera que o tamanho das NEs deve estar
compreendido entre 10 e 250 nm?23%,

O PDI é um indice que avalia a homogeneidade relativa dos tamanhos de
particulas distribuidos na amostra?! e foi calculado pela divisdo do tamanho médio
das goticulas pelo numero médio das goticulas medidas. Para a GE-NE, a analise de
espalhamento de luz mostrou valor médio de PDI de 0,155 apdés a formulacéo,
indicando uma boa distribuicdo de tamanho das goticulas e de estabilidade do sistema
NE. Este parametro reflete diretamente a homogeneidade do tamanho das goticulas
na NE total. A NE (blank) apresentou Pz= -6,35 mV (Figura 5, A e B), e apds a

incorporacgao do geraniol houve decréscimo para PZ= -3,3 mV (Figura 5, C e D).
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Figura 5 - Diametro hidrodindmico, PDI e potencial Zeta da NE (A e B) e NE incorporada com
geraniol (C e D) apés a formulagdo. As setas mostram aumento do didmetro das
particulas indicando que houve incorporagdo do geraniol na NE. Observar que
houve melhoria da normalizagdo da curva apos a incorporagao do GE (A e C)

/
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Fonte: Elaboracgéao prépria.

Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -6,35 Peak 1: -6,35 100,0 4,74
Zeta Deviation (mV): 4,74 Peak2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,347 Peak 3: 0,00 0,0 0,00
Result quality
Zeta Potential Distribution
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Zeta Potential (mV): -3,13 Peak 1: -3,13 100,0 4,58
Zeta Deviation (mV): 4,58 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,414 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality
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5.2 Avaliagao da Estabilidade da GE-NE no Decorrer de 6 a 12 Meses Apds a

Formulagao

A nanoemulsao incorporada com o geraniol foi avaliada no periodo de 6 meses

a 1 ano ap6s a sua formulacao (Figura 6). A determinagao do didmetro hidrodinamico,

indice de polidispersidade (PDI) e potencial zeta das goticulas foi realizada pela

técnica do espalhamento dinamico de luz, como descrito anteriormente. A Figura 6

mostra os valores do didmetro hidrodinamico, PDI e PZ das GE-NEs no momento da

formulacao (6, A e B), apds 6 meses (6, Ce D) e 1 ano (6, E e F). As setas mostram

discreta variacdo do diametro das particulas e do PDI indicando que as NEs

permaneceram estaveis e homogéneas no decorrer do tempo.
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Figura 6 - Diametro médio do tamanho, PDI e potencial Zeta da NE incorporada com geraniol
no momento da formulagao (A e B), e apds 6 (C e D) e 12 meses da sintese (E e F)
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Fonte: Elaboragao propria.

Apparent Zeta Potential (mV)

Mean (mV)

Area (%)

St Dev (mV)

Zeta Potential (mV): 4,60 Peak 1 -4,60 100,0 4,52
Zeta Deviation (mV): 4,52 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,324 Peak 3: 0,00 0,0 0,00
Result quality
Zeta Potential Distribution
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Apparent Zeta Potential (mV)
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -7,38 Peak 1: -7,38 100,0 4,60
Zeta Deviation (mV): 4,60 Peak 2: 0,00 0.0 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,408 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality

Zeta Potential Distribution
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A faixa correspondente ao potencial zeta (Figura 6; B, D, F) das nanoemulsdes
de GE no momento da formulagéo (Pz= -3,3 mV), apds 6 meses (Pz= -4,60 mV) e 12

meses (PZ= -7,38 mV) apresentaram pequeno aumento, indicando uma estabilidade

do sistema apds o armazenamento prolongado de 12 meses. Nao foram observadas

alteragdes significativas no decorrer do tempo em relagéo ao diametro das particulas,

PDI e potencial zeta, sugerindo a homogeneidade das NEs.
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5.3 Caracterizagao da Micela de Geraniol (GE-NM)

Diversas concentragdes de GE foram incorporadas nas NMs e avaliadas
através do DLS. As GE-NMs que apresentaram PDI < 0,3 foram selecionadas para

dar continuidade ao estudo.
A Figura 7 mostra os valores médios dos tamanhos das particulas, do PDI e

potencial Zeta das formulacdes selecionadas da GE-NM nas concentracdes de 0,5; 1;

e 2,5%.

Figura 7 — Didametro hidrodindmico, PDI e potencial Zeta das GE-NEs formuladas
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Letras A e B, GE-NM com 2,5% de geraniol (p/p); C e D, GE-NM com 1% de geraniol (p/p); E
e F, GE-NM com 0,5% de geraniol (p/p). As setas mostram diminuicado do didmetro e PDI das
particulas com a menor quantidade incorporada de GE. Houve melhora do pico da curva
normal com a diminui¢do das concentragdes de geraniol.

Fonte: Elaboracéao prépria.
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De acordo com a Figura 7, o didmetro médio das particulas das GE-NMs
formadas foi de 90,55 a 102,9 nm. A incorporagao de maior quantidade de geraniol
causou uma variagado no tamanho do didametro das particulas. Os didmetros das NMs
incorporadas com 0,5%, 1% e 2,5% de geraniol ficaram compreendidos na faixa de
10-200 nm (100-2.000 A), que é a faixa ideal para NE e micelas34252, O PDI foi
calculado dividindo-se o tamanho meédio das goticulas pelo numero médio das
goticulas medidas. A analise de dispersao de luz mostrou valores de PDI de 0,151;
0,241; e 0,291 nas micelas incorporadas com 1; 0,5; e 2,5% de GE, respectivamente,
indicando uma melhor distribuicdo e homogeneidade do tamanho das goticulas nas
micelas com 1% de GE.

O potencial zeta das NMs variaram de -5,89 + 0,68 a -6,83 + 0,87 mV. De
acordo com os resultados acima, a GE-NM a 1% foi selecionada para dar

prosseguimento nas proximas etapas experimentais devido o menor valor de PDI.
5.4 Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)
A Figura 8 mostra fotomicrografias de MET das nanoemulsdes formadas, onde

pode observar-se o formato esférico das goticulas.

Figura 8 - Imagens de microscopia eletrbnica de transmissdo das nanoemulsbes formadas

GE-NM

Fonte: Elaboracgéo propria.
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5.5 Avaliacao da Atividade Antimicrobiana in vitro do Geraniol Incorporado a
uma Nanoemulsao Sob Cepas de Candida albicans, Streptococcos mutans,
Staphylococcos aureus e Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Para Candida albicans, como visto na Tabela 6, a CIM do geraniol foi de 300
pMg/mL e CFM de 600 pg/mL, da GE-NE foi de 18,75 pg/mL (CIM) e 37,5 pg/mL (CFM),
e da GE-NM 150 pg/mL (CIM) e 300 ug/mL (CFM), onde se observou inibicdo do
crescimento de = 99% das cepas testadas. Uma substancia possui forte atividade
antimicrobiana quando possui CIM inferior a 500 pg/mL, atividade moderada com CIM
entre 600 e 1500 pg/mL e fraca atividade com valores acima de 1500 pug/mL?25325%4, De
acordo com esta classificacdo, o geraniol e a GE-NE demostraram forte atividade
antifungica, e a razdo entre a CFM/CIM (2:1) demonstrou natureza fungicida para a
cepa testada. A GE-NE e a GE-NM reduziram a CIM e a CBM contra cepas de C.
albicans, comparado ao extrato puro de GE. O resultado para o grupo controle n&o
apresentou inibicdo do crescimento fungico (Figura 9).

Altas concentragdes de GE, consideradas citotoxicas no presente estudo,

foram necessarias para CIM de S. mutans e S. aureus.

Tabela 6 - CIM, CFM ou CBM, CFM ou CBM/CIM do GE, GE-NE E GE-NM sob cepa de
Candida albicans, S. mutans e S. aureus

CFM ou
Cim CFM ou CBM/
(g/mL) CBM . Efeito
Hg/m
(ng/mL)
GE 300 600 2:1 Fungicida
c GE-NE 18,75 37,5 2:1 Fungicida
albicans GE-NM 150 300 2:1 Fungicida
Nistatina 8 16 2:1 Fungicida
S. mutans GE 600 1200 2:1 Bacteriostatico
S. aureus GE 750 750 1:1 Bacteriostatico

Fonte: Elaboracgéao prépria.
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Figura 9 - Imagem ilustrativa das placas de cultura apés CIM/CFM das solugdes testes
de GE-NE para C. albicans. A, concentracbes de GE-NE que impediram
crescimento fungico; B, controle negativo do experimento-seta

Fonte: Elaboracéo prépria.

Os halos de inibigao obtidos para diferentes concentragoes de geraniol testados
sob cepas de S. mutans e A. actinomycetemcomitans estado compiladas na Tabela 7,
e Figuras 10 e 11 (A e B). Os halos de inibicdo foram diretamente proporcionais as
concentragbes de geraniol testados. Nenhuma zona de inibicdo foi observada em
torno dos discos de controle do meio, confirmando que o0 mesmo estava inerte e sem
atividade antibacteriana prépria. As concentragdes acima de 1 e 2000 ug/mL de
geraniol tiveram maior atividade contra S. mutans e A. actinomycetemcomitans,

respectivamente.

Tabela 7 - Valores de média e desvio-padrao (mm) do didmetro dos halos de inibicdo das
solucdes testes de geraniol pela técnica de difusdo em agar para os S. mutans e
A. actinomycetemcomitans

Geraniol
CHX* 0,12%

4000 pg/mL 2000 yg/mL 1000 pg/mL

S. mutans - 14,92 +1.03 12,43+1,32 13,25 + 1,61

A.

1449+12 12,67+1,40 10,44 £ 1,1 10,95 + 1,48
actinomycetemcomitans

*CHX=clorexidina.

Fonte: Elaboracéao prépria.
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Figura 10 — Imagens das placas de Petri apds o teste de difusdo em agar do S. mutans (A,
Geraniol; B, Clx (Clorexidina 0,12%) e A. actinomycetemcomitans (C, Geraniol;
D, Clorexidina 0,12%)

2000 pg
[N

4000 pg _

Fonte: Elaboragao prépria.

O método de difusdo em agar foi utilizado neste estudo pois € o0 método mais
comumente utilizado para determinacédo da atividade antimicrobiana de substancias
novas, como extratos vegetais, novas formulagdes de medicamentos. Além disso,
pode ser empregada nas comparacgoes do efeito antibacteriano de diferentes materiais

dentarios?°,

5.6 Analise da Atividade Antibiofilme
Os resultados obtidos na andlise antibiofilme para os biofilmes simples de C.

albicans, S. mutans e misto de S. aureus e C. albicans apresentam-se a seguir.
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5.6.1 Candida albicans

O geraniol incorporado a nanoemulsao (concentragdes de 150 e 300 pg/mL) e
a micela (concentracado de 300 ug/mL) apresentaram reducgao significativa (p=0,000)
de UFC/mL (reducdo de 6,3 Logs) comparados ao controle negativo e similar a
concentragéo de 1200 pg/mL do extrato puro de geraniol e a nistatina 640 ug/mL
(Figura 11). Portanto, a nanoemulsao e a micela de geraniol potencializaram a agao

antifungica do geraniol (8 e 4 vezes, respectivamente).

Figura 11 — Quantificagcao de biofilme simples de C. albicans apés tratamento com os grupos
avaliados (UFC/mL)
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*Letras diferentes indicam diferenga estatistica entre os grupos (Teste de Anova 1-fator com
correcao de Welch, pos-teste de Games Howell, p< 0,05).

Fonte: Elaboragao prépria.

Na Figura 12, pode-se observar placas de Petri apos 24h de incubagéo e o
efeito das substancias testadas sobre o biofilme de Candida albicans analisado pelo
meétodo de unidades formadoras de col6nias viaveis (UFC/mL). Observa-se que nao
houve formagéo de colbnias para os compostos geraniol 1200 ug (B) e nanoemulsao
(GE-NE) contendo 150 pg de geraniol (D).
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Figura 12 — Imagens das placas de Petri de UFC apés 24 horas de exposig¢do ao tratamento
com as GE-NE e GE-NM em biofilme de Candida albicans

A: Controle negativo; B: Geraniol 1200 pg/mL; C: Geraniol 150 pg/mL; D: Nanoemuls&o de
Geraniol 150 pg/mL.

Fonte: Elaboragao prépria.

Para avaliagdo da morfologia de C. albicans apds os tratamentos com as NEs,
utilizou-se MEV. Biofilmes simples foram formados sobre laminulas depositadas no
fundo de placas de 24 pogos e avaliados apds o tratamento com as concentragcoes
mais efetivas das nanoemulsdes definidas previamente. Imagens de microscopia
eletrénica de varredura (Figura 13, A) mostraram a morfologia normal das leveduras

(ovais) do grupo controle sem alteragdes aparentes, mostrando um aglomerado de
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células bem preservadas, com presenca de hifas e caracterizadas por paredes
celulares intactas com uma camada externa fibrilar clara e lisa. As células tratadas
com extrato puro do GE 600 pg/mL (2xMIC) apresentaram superficies alteradas e uma
menor desintegracdo do biofilme comparadas as nanoemulsdes carregadas (Figura
13, C). O tratamento com GE-NE 75 pg/mL (4xMIC) e GE-NM 300 pug/mL (2xMIC)
apresentaram extensa e significativa desintegracdo do biofilme, células com
morfologia alterada da parede celular (Figura 13, F e G, setas vermelhas) sem a
camada fibrilar e interrupcdo na transicao de levedura para hifa, com ruptura das
células fungicas (Figura F e G, setas azuis) semelhantes a Nistatina 640 pg/ml
(80xMIC; Figura 13, B).

Figura 13 - Microscopia eletrénica de biofilmes simples de C. albicans apés o tratamento com
0 geraniol e as nanoemulsdes

A barra nas imagens corresponde a 10 ym de C. albicans (ampliagdo de 2000x) e 1 ym (5000x e
15000x). (A) controle negativo; (B) Nistatina (640 pg/mL); (C) GE (600 pg/mL) (D e F) GE-NM (300
pg/mL); (E e G) GE-NE (75 pg/mL).

Fonte: Elaboracao proépria.
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Quatro grupos foram escolhidos para a analise MCVL e ilustrar a viabilidade de
C. albicans em comparagao com o controle negativo. Nas imagens, as células vivas
nos biofilmes foram coradas e emitiram um sinal de fluorescéncia verde, enquanto as

células mortas foram coradas e produziram fluorescéncia vermelha (Figura 14).

Figura 14 - Imagens representativas da MCVL ilustrando o efeito do GE, GE-NE e GE-NM
sobre biofilmes de Candida albicans
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Fluorescéncia verde significa células viaveis; fluorescéncia vermelha significa células nao
viaveis.

Fonte: Elaboracéo prépria
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Tabela 8 - Espessuras de biofilme de Candida albicans obtidos por meio de MCVL apds

tratamento
. GE 600 GE-NM 300
C. negativo NI 640 pg/mL ug/mL GE-NE 75 pg/mL ug/mL
Es"(’ﬁfns’)"’a 160,3 (£11,3) 113,9 (+15,8) 132,4 (20,5) 60,1 (£10,2) 107,1 (£25,3)
% 100,0 71,1 82,6 37,5 66,8

Dados apresentados como médias (desvio-padrao).
Abreviaturas: C. Negativo: controle negativo; NI: nistatina.

Fonte: Elaboragao prépria.

As imagens mostram um grande numero de células mortas (em vermelho) apds
o tratamento dos biofilmes com as NEs de geraniol, evidenciando que a incorporagao
do GE em nanoemulsdes contribuiu para a desorganizagdo de todos os biofiimes
avaliados. A Tabela 8 mostra a espessura dos biofilmes tratados de C. albicans em
relagdo aqueles sem tratamentos confirmando os resultados obtidos pelo ensaio de
UFC e MEV e comprovando que o extrato puro do GE foi menos eficaz na reducéao
dos biofilmes comparado a GE-NE e GE-NM.

5.6.2 Streptococcos mutans

As concentragbes de GE-NE e GE-NM nado acarretaram a diminuigdo
significativa (p>0,05) de UFC nas concentragbes testadas comparado ao controle
positivo (clorexidina 0,12%), sendo similar ao controle negativo, sugerindo que as
concentragbes nao citotoxicas das nanoemulsdes incorporadas com geraniol nao

exerceram efeito significativo no ensaio antibiofilme de S. mutans (Figura 15).
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Figura 15 - Quantificacéo (Log10 UFC/mL) em biofilme simples de S. Mutans
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*Letras diferentes representam diferenga estatistica entre os grupos (ANOVA 1-fator, Pds-
teste de Tukey, p <0,05).

Fonte: Elaboragao prépria.

5.6.3 Biofilme misto de C. albicans e S. aureus sobre corpos de prova de Titanio

Pode-se observar na Figura 16, que os grupos de estudo avaliados exerceram
pouco efeito na reducao do biofilme misto de C. albicans e S. aureus em meio seletivo
para o S. aureus. Nota-se que apenas o grupo GE-NE 600ug/mL apresentou resultado

significante, porém nao tao efetivo quanto ao controle positivo CHX 0,12%.
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Figura 16 - Valores médios e desvios-padrao de UFC/mL (Log 10) em biofimes mistos de C.
albicans e S. aureus de acordo com o0 meio de cultura seletivo para o
microrganismo S. aureus
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*Letras diferentes indicam diferencga estatistica entre os grupos (Teste de Anova One-Way,
pos-teste de Tukey, p< 0,05).

Fonte: Elaboragao prépria.
Para o meio seletivo de C. albicans, observa-se na Figura 17 que os grupos de

estudo avaliados impediram o crescimento do biofilme misto, apresentando resultados

semelhantes ao controle CHX 0,12%.
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Figura 17 - Valores médios e desvios-padrao de UFC/mL (Log) em biofilmes misto de C.
albicans e S. aureus de acordo com o meio de cultura seletivo para o
microrganismo C. albicans
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*Letras diferentes indicam diferenga estatistica entre os grupos (Teste de Anova One-Way,
pos-teste de Tukey, p< 0,05).

Fonte: Elaboragéao prépria.
Quatro grupos foram escolhidos para a analise MCVL e MEV para ilustrar a
viabilidade de biofilme misto de C. albicans e S. aureus sobre corpos de prova de

titdnio em comparagcdo com o controle negativo (Figura 18; Figura 19,

respectivamente).
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Figura 18 - Imagens representativas MCVL ilustrando o efeito do geraniol e nanoemulsées
de geraniol sobre biofimes de C. Albicans e S. aureus formados sobre
superficies de titanio

Live Dead Live-dead

Fluorescéncia verde significa células viaveis; fluorescéncia vermelha significa células nao
viaveis.

Fonte: Elaboragao prépria.
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Figura 19 - Microscopia eletronica de varredura de biofilmes misto de C. albicans e S. aureus
apos o tratamento

Controle negativo
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*Seta vermelha: afinidade de S. aureus pela hifa de C. albicans; Seta amarela: matriz
polimérica extracelular.

Fonte: Elaboracé&o proépria.
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Nas imagens de MCVL, as células vivas nos biofilmes foram coradas e emitiram
um sinal de fluorescéncia verde, enquanto as células mortas foram coradas e
produziram fluorescéncia vermelha.

Nas imagens de MEV é possivel observar a afinidade de S. aureus pela hifa de
C. albicans (seta vermelha) e a presengca de matriz polimérica extracelular (seta
amarela) protegendo os cocos de S. aureus no grupo controle negativo. Nos demais
grupos, nao é possivel verificar a presenca de C. albicans confirmando o resultado

obtido pelo ensaio UFC/mL.

5.7 Citotoxicidade

Considerando a eficacia do geraniol sobre cepas de C. albicans, testou-se a
toxicidade desses compostos em células de queratindcitos orais NOK-SI. A estatistica
descritiva do ensaio Alamar Blue dos grupos testados esta descrita na Figura 20 e
foram consideradas viaveis as concentracdes com resultados de viabilidade celular
270% (Figura 21). Os resultados mostraram que concentra¢des de Geraniol iguais ou
abaixo de 150 ug/mL apresentaram mais de 90% de células viaveis. No entanto,
ocorreu uma redugdo drastica e repentina na viabilidade celular a partir da
concentragédo de 300 ug/mL, cujo numero de células viaveis foi de 52,61%, seguido
de percentuais menores para as demais concentragcdes, ocorrendo morte completa
em concentragdes superiores a 1200 pg/mL. Portanto, foi possivel selecionar as
concentragdes < 300 ug/mL para serem estudadas nos testes antibiofiime.

Entretanto, quando avaliamos o efeito de diferentes concentragcbes da GE-NE
sobre células NOK-SI, houve diminuicdo no percentual de células viaveis em
concentragbes maiores que 150 pug/mL seguido de percentuais menores para as
demais concentragdes, ocorrendo morte completa nas concentragées acima de 600
Mg/mL. A maior toxicidade da GE-NE sobre células NOK-SI comparada com o extrato
simples possivelmente ocorreu pelas diferengas na absorg¢ao celular, pois o sistema
de nanoemulsdo provavelmente foi melhor absorvido pelas células devido a sua
composi¢ao. Além disso, a diluigdo das NEs em meio de cultura DMEM ocasionou a
sedimentagdo do colesterol no fundo das placas de 96 pocgos, acarretando em
obliteracdo da monocamada de células e consequente prejuizo na respiragao celular.
Portanto, foi necessario modificar a estrutura da NE com o desenvolvimento e
formulacdo de novo carreador objetivando a obtengdo de uma micela de geraniol, que

apresentou viabilidade celular com concentragdes de 600 ug/mL.
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Figura 20 — Ensaio Alamar Blue de GE-NE e GE-NM em células NOK-Si
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*Letras iguais representam semelhanca estatistica entre os grupos.
DO= densidade ética; NE, nanoemulsdo pura (Blank).

Fonte: Elaboracéao prépria.

Figura 21 — Viabilidade celular de células NOK-Si detectadas pelo ensaio Alamar Blue apos
incubacdo com GE-NE e GE-NM
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*A linha pontilhada representa a viabilidade de 70%, considerada segura para células.

Fonte: Elaboragao prépria.



Figura 22 - Imagem representativa do ensaio live/dead dos grupos experimentais

CONTROLE NEGATIVO

NE 12,5%

GE-NE 150 pg/mL

GE-NM 600 pg/mL

600 pg/mL

*Fluorescéncia verde indica células viaveis. Fluorescéncia vermelha indica células mortas.

Fonte: Elaboragao prépria.
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As imagens comprovam os resultados obtidos pelo teste Alamar Blue (Figura
22), onde observou-se viabilidade celular das concentracbes de geraniol (<150
pMg/mL), da NE pura, NE de geraniol (<150 pg/mL). A incorporagao do geraniol na
nanoemulsao micelar melhorou a viabilidade celular comparado ao extrato simples do

geraniol.
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6 DISCUSSAO

As limitagbes e heterogeneidade dos tratamentos convencionais das doencgas
periimplantares utilizados atualmente proporcionaram novas perspectivas quanto ao
uso de terapias alternativas com produtos naturais. No presente estudo, uma
nanoemulsdo carregada com geraniol foi desenvolvida para avaliar sua atividade
antifungica e antibiofime em cepas de C. albicans e bactérias envolvidas na
patogénese da Pl. O GE tem imenso potencial como agente antimicrobiano e pode
contribuir para a redugdo da resisténcia medicamentosa dos microrganismos
presentes em biofilmes bucais. No entanto, o GE é altamente instavel, tem baixa
solubilidade em agua, alta volatilidade e é propenso a oxidagdo em temperaturas
normais. Portanto, sua incorporacdo em nanoemulsao possibilita melhorar sua
estabilidade, solubilidade e biodisponibilidade?%®.

Neste estudo, foram desenvolvidas nanoemulsdes e examinados os principais
parametros fisico-quimicos. As nanoformulacdes formadas foram cineticamente
estaveis, pois ndo apresentaram separagao gravitacional®®®. O método de sonicagédo
foi utilizado por ser eficaz, permitir melhor controle da granulometria e ampla escolha
de constituintes da formulagdo?®’. A fosfatidilcolina de soja € um surfactante anfotero
atoxico com alta eficiéncia na entrega de farmacos e bem tolerado pelo organismo,
pois faz parte das membranas celulares e pode ser totalmente metabolizado?%®. Foi
classificado pela Food and Drug Administration (FDA) como um produto seguro para
consumo humano e foi utilizado como surfactante para a produgéo de NEs, pois este
composto consiste em uma mistura de fosfolipidios de origem animal ou vegetal,
biocompativel e biodegradavel e que ndo possuem carga em pH fisioldgico?%°. Além
disso, contém lipidios polares carregados negativamente que s&o de grande
importancia na estabilidade a longo prazo das emulsdes, pois conferem um potencial
zeta negativo na interface, permitindo a repulsio eletrostatica entre as gotas26°,

O Brij 58 foi utilizado neste estudo devido a sua natureza n&o ibnica, alto valor
de balango hidrofilico-lipofilico (HLB) e baixas concentragbées micelares criticas (CMC)
que diminui a instabilidade de 6leo e agua®®'!, potencializando a interagdo entre a
membrana celular e o farmaco?®?. Além disso, os sistemas de nanoemulsdo formados
com surfactantes mistos oferecem propriedades superiores aos componentes
puros?%3, e surfactantes (especialmente os néo idnicos) reduzem os danos do sistema

interfacial®®*, e sdo menos irritantes do que os compostos iGnicos2°.
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As nanoemulsdes apresentaram tamanhos médios de particulas de 150,8 + 1,7
nm (blank-NE), 232,3 + 2,7 nm (GE-NE), e 93,08 + 0,87 nm (GE-NM) corroborando
outros estudos que consideram que o tamanho das NEs deve estar entre 10 e 250
nm?%%; e que uma menor distribuigdo de tamanho & geralmente considerada estavel
contra os processos de floculagdo, cremeacgédo, sedimentagdo e coalescéncia?®’. Ao
comparar as formulagdes descarregadas (Blank) e carregadas (GE-NE), observou-se
um aumento no tamanho das particulas apds a incorporagao, indicando que houve
eficacia de encapsulamento do GE no sistema lipidico.

O PDI é um indice que avalia a relativa homogeneidade dos tamanhos das
particulas distribuidas na amostra?%® e valores estreitos sdo condigbes necessarias
para sua alta estabilidade e homogeneidade. Portanto, quanto menor o seu valor,
menor & o intervalo do tamanho da gota?®®. Para as formulagbes carregadas e
descarregadas, a analise de espalhamento de luz mostrou valores médios de PDI na
faixa de 0,1 a 0,5 apds a formulacao, indicando a homogeneidade do tamanho das
gotas e estabilidade do sistema?’®, e corroborando outros achados, estudos que
obtiveram a mesma correlagao?’'272,

O potencial Zeta (PZ) € uma ferramenta util para estimar a estabilidade de
nanoemulsdes porque determina a repulsao eletrostatica entre os glébulos. Os valores
de PZ obtidos das NEs descarregadas apresentaram carga negativa pela presenca
de fosfatidilcolina de soja que pode fornecer cargas negativas as particulas devido
aos seus grupos ésteres e a hidroxila livre do colesterol?’3. Apds a incorporagao,
houve uma pequena diminuicdo do PZ na GE-NE e na GE-NM, que pode estar
relacionado ao fendmeno de adsorgdo do GE na interface da nanoemulsdo?™*, e a
remocao do colesterol da formulagao, respectivamente.

A estabilidade das nanoemulsdes € um requisito essencial para sua aplicagao
como sistema de liberacado de farmacos. O estudo de estabilidade fornece indicagoes
sobre o comportamento do produto submetido as condigdes ambientais, desde a
fabricagao até a data de validade. Os testes de estabilidade sdo considerados um
procedimento preditivo para condi¢gdes que aceleram mudangas que podem ocorrer
nas condigdes de mercado. Devido as condigdes em que € realizado, esse tipo de
teste ndo tem o objetivo de estimar a vida util do produto, mas sim auxiliar na triagem
das formulagdes ao longo da produgdo, antes de chegar ao produto final?>. A
estabilidade do GE-NE foi avaliada no periodo de 6 a 12 meses, ndo sendo

observadas alteragdes significativas em relagao ao diametro das particulas, PDI e PZ,
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que pode ser decorrente do método de preparacao, constituintes da formulagao e
ambiente de armazenamento?’®, contribuindo para a boa estabilidade fisico-quimica
demonstrada pelas NEs.

O ensaio de concentragdo inibitéria minima fornece informagdes sobre a menor
concentragdo util que exerce atividade contra a cepa microbiana testada, e valores
mais baixos correspondem ao maior potencial na produg¢ao de dispositivos médicos.
Uma substancia tem forte atividade antimicrobiana quando possui CIM inferior a 500
pg/mL, atividade moderada com CIM entre 600 e 1500 ug/mL e atividade fraca com
valores acima de 1500 pg/mL?254277,

Ainda neste estudo, resultados de CIM e CFM de GE em culturas plancténicas
de C. albicans demonstraram a sua eficacia contra os fungos em suspensdo. As
concentragbes encontradas sdo semelhantes as descritas na literatura?’® e mais
eficazes do que outros relatos?’®. No entanto, nossos resultados diferem dos
resultados obtidos em outros estudos onde o GE inibiu cepas de C. albicans e nao
albicans com CIM entre 16-130 pg /mL28%281 A variabilidade dos valores de CIM e
CFM na literatura pode ser devido as variagdes das cepas e solventes utilizados. A
incorporagao nos sistemas nanoestruturados melhoraram a atividade antifungica do
GE, apresentando CIM de 18,75 ug/mL e CFM de 37,5 pg/mL (GE-NE) e 150 e 300
Mg/mL (GE-NM) tendo seus efeitos antifungicos potencializados cerca de dezesseis
(16xCIM) a duas vezes (2xCIM) em relacdo ao extrato simples do GE,
respectivamente, corroborando com outro estudo que avaliou a atividade antifungica
de extratos de caules e folhas de Astronium sp incorporados em um sistema lipidico
nanoestruturado.3¢

A menor CIM da GE-NE comparada a GE-NM esta relacionada a presenca do
colesterol na composicdo?®?, permitindo a interagdo com o ergosterol presente na
membrana celular do fungo, induzindo a liberagdo do GE diretamente no alvo. Em
relagdo ao extrato puro do GE, as NEs possuem surfactantes que podem ocasionar a
ruptura dos lipidios da membrana biologica levando a uma reducgao na estrutura dessa
barreira e causando um aumento da permeacao dos compostos ativos?83.284,

A natureza do efeito antimicrobiano produzido por uma substancia contra um
microrganismo especifico pode ser classificada de acordo com a relagdo entre sua
CFM e CIM, onde uma relagao CFM/CIM < 2:1 indica uma caracteristica fungicida do
produto e uma CFM/CIM razéo > 2:1 sugere que este produto é fungistatico?8%. A razao
CFM/CIM (2:1) de geraniol, GE-NE e GE-NM mostrou forte atividade antifungica para
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a cepa testada, e nosso resultado confirma outros estudos realizados onde o GE teve
agdo fungicida contra cepas de C. albicans?°. O resultado para o grupo controle ndo
mostrou inibi¢do do crescimento fungico. As pesquisas com substancias fungicidas
sao importantes para serem implementadas na pratica clinica, pois proporcionam
menores riscos a aquisigao de resisténcia por microrganismos e permite melhor efeito
terapéutico em individuos imunossuprimidos286-287,

Biofilmes polimicrobianos sdo uma comunidade tridimensional complexa que
consiste em um aglomerado heterogéneo de microrganismos (fungos, bactérias e
virus) ligados a superficies bioticas e abioticas, encapsulados em uma matriz
polimérica extracelular, que também pode ser resistente a tratamentos convencionais
com antibioticos?28.

Sabe-se que a microbiota na Pl € uma infeccdo polimicrobiana anaerébica,
onde ha a presenga de bactérias do complexo vermelho (Treponema denticola,
Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis) e do complexo laranja
(Staphylococcus aureus, género Eubacterium, Filifactor alocis)®?28%-2°1 Maior
prevaléncia de Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Prevotella intermedia foi
detectada em biofiimes de peri-implantite em comparagcdo com implantes
saudaveis?®?. Além disso, C. albicans associada com Streptococcus mutans aumenta
sua viruléncia na candidiase invasiva, carie precoce da infancia e PI.2%3

Varios estudos tém investigado a atividade antimicrobiana de produtos naturais
contra microrganismos causadores de doengas bucais?®*2%, entretanto ha poucos
relatos referentes a agdo antimicrobiana do GE contra S. mutans e bactérias
anaerobias. Neste estudo, o teste de difusdo em agar foi utilizado para avaliar a
atividade antimicrobiana do GE. Este é um teste de facil execugao e frequentemente
usado para rastrear a atividade antimicrobiana de produtos naturais.?®® Os resultados
mostraram atividade positiva e dose dependente contra cepas de S. mutans e Aa,
porém em concentragdes citotoxicas do GE, como observadas neste mesmo estudo.
Por este motivo, outros testes com maior sensibilidade foram realizados somente para
S. mutans.

Os valores de CIM (600 pg/mL) e CBM (1200 ug/mL) do GE sobre S. mutans
foram diferentes aos obtidos em estudo anterior que mostraram valores de CIM dos
extratos do 6leo essencial do C. citratus variando de 2,5 mg/mL a 10 mg/ml para
espécies de estreptococos?®®, e similares aos resultados encontrados em outra

investigagdo com oleo essencial de Litsea cubeba (CIM= 750 ug/mL)?6. A maioria das
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investigagdes das atividades antimicrobianas dos produtos naturais contra S. mutans
sao referentes aos 6leos essenciais, que sado constituidos de outros componentes,
gque mesmo em pequenas concentragdes, agem sinergicamente contribuindo para o
efeito antimicrobiano do dleo, dificultando comparagdes com 0s nossos resultados.

Além de avaliar a atividade antimicrobiana em suspenséo, este estudo verificou
se 0 GE, GE-NE e GE-NM (concentragcbes de 1xCIM) promovem atividade
antimicrobiana contra bactérias cariogénicas em biofilmes. Apesar de discreta
diminuicdo de UFC/mL, os resultados sugeriram que os grupos testados nao inibiram
significativamente a formagéao do biofilme de S. mutans em relagao ao grupo controle.

Streptococcus mutans € uma espécie acidurica que codifica exoenzimas
glicosiltransferases (GTFS) capazes de organizarem o acumulo de biofilme
cariogénico através da sintetizagdo de uma matriz extracelular tridimensional (3D) rica
em exopolidiosssacarideos (EPS) criando microambientes com acumulo de
metabdlitos acidos que se acumulam nos biofilmes dentarios. Além disso, GTFS estao
presentes na pelicula salivar e fomentam a adesdo e aumento de varios
microrganismos como C. albicans.?%’

No presente estudo ndo ocorreu a eliminagao do biofilme de S. mutans pelo GE
e sua incorporacao nas NEs possivelmente devido a dificuldade de difusao através da
matriz EPS sintetizada no biofilme 29829 A matriz polimérica de exopolissacarideos
(EPS) atua como uma cola mantendo as bactérias unidas e criando uma protecgéo
contra o sistema imunoldgico hospedeiro e os antimicrobianos devido a acidez do
biofilme e as altas cargas negativas da superficie das bactérias3°°. As GE-NE e GE-
NM sintetizadas neste estudo apresentaram carater aniénico e o efeito da sua carga
superficial na penetracdo dos biofilmes de S. mutans podem ter dificultado sua
captura e liberacido dentro da matriz aniénica do EPS como foi demonstrado em outro
experimento que utilizou nanoparticulas carregadas positivamente?%®. Além disso, o
curto tempo de exposicao®®! (24 h) associado a adsorgdo de proteinas do meio de
cultura pelas nanoemulsdes criando uma coroa biomolecular (corona proteica) podem
ter alterado suas propriedades superficiais afetando sua especificidade e
eficacia32303,

Entretanto, biofilmes de C. albicans também apresentam ambiente acido e
anidnico, e a maior atividade das nanoemulsdes de geraniol contra C. albicans pode
estar relacionada a sua capacidade de modificar as propriedades de superficies e

membranas celulares desses microrganismos devido a presenga dos surfactantes,
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reduzindo a hidrofobicidade de sua membrana, a tensao superficial e 0 aumento da
sua molhabilidade®®®, comprometendo a adesdo e processos patogénicos de C.
albicans3%4. Mais trabalhos devem ser realizados para investigar os mecanismos das
interacdes entre emulsdes, células em suspensédo e biofilmes e melhorar a eficacia
das NEs de geraniol contra biofilmes dentarios.

Os biofilmes simples de Candida albicans foram escolhidos neste estudo
devido a sua afinidade pelo titanio e ao seu papel oportunista no desenvolvimento da
Pl e participagdo na composicdo da microflora periimplantar3®®. Embora seja
frequentemente isolado na doenga periimplantar, o seu papel etiolégico ainda €&
desconhecido e necessita de investigagdes adicionais.

Microrganismos plancténicos s&do mais sensiveis a antimicrobianos do que
associados a biofilmes. Eliminar patdégenos associados a biofilmes pode exigir doses
até 1000 vezes superiores de antibidticos comparadas aquelas que geralmente
matam bactérias nas suas formas livres, e grande parte das infecgdes resistentes aos
antimicrobianos sao causadas pelas bactérias patogénicas associadas em
biofilmes?88306,

O presente estudo avaliou a acdo de GE, GE-NE e GE-NM sobre biofilmes de
C. albicans, e uma grande atividade antifungica foi observada em concentragdes de
1200 pg/mL (4xCIM), 75 pg/mL (4xCIM), e 300 ug/mL (2xCIM), respectivamente,
causando reducdo completa dos biofiimes maduros. Ao comparar com a Nistatina
utilizada como controle positivo, foi necessaria uma concentragao de 80xCIM para
eliminar o biofilme. Estudos mostram que a concentragdo terapéutica efetiva
antibiofiime pode ser 10-1000 vezes maior do que a de culturas plancténicas
(CIM)*#$3:307308 " No presente estudo, biofimes de C. albicans sofreram redugio
significativa (6,3 Log 10) nas concentragdes nao-citotdxicas da GE-NE (< 300 ug/mL)
e GE-NM (< 600 pg/mL). Portanto, nossos achados sugerem um potencial uso de GE-
NE e GE-NM como antifungicos para pacientes acometidos por candidiase cronica.
Embora existam estudos na literatura sobre o efeito antimicrobiano do GE, nenhum
estudo avaliou sua acao incorporada em uma NE sobre biofilmes de Candida albicans.

A partir da analise das imagens obtidas por microscopia confocal a laser, foi
possivel verificar que GE, GE-NE e GE-NM influenciaram na viabilidade de biofiimes
simples de C. albicans, corroborando os resultados de outras analises

microbiologicas. A marcagao em vermelho mostrou a morte celular, e consequente
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inibicdo da formagéao de biofilmes maduros simples de C. albicans ap6s 24 horas de
tratamento.

Na analise da MCVL, a espessura do biofilme tratado com a GE-NE 75 pg/mL
foi 62% menor que a do biofilme de C. albicans n&o tratado (controle negativo),
indicando que a formagao de biofilme foi inibida pela GE-NE. Isso pode significar que
o tratamento com NE pds maturagao do biofilme danificou as células fungicas dentro
do biofilme3%°. A espessura do biofiime tratado com GE 600 ug/mL representou 82%
do biofilme n&o tratado. Achados semelhantes ja foram observados anteriormente
quando substancias antimicrobianas foram incorporadas em nanoemulsdes e seu
efeito foi potencializado?®"°.

Estudar o mecanismo de acéo dos antifungicos € uma estratégia relevante para
limitar o surgimento de resisténcia aos farmacos atualmente disponiveis, bem como
para o desenvolvimento de medicamentos mais potentes e seguros contra a
infecgdo’!!*12, Pesquisas recentes mostraram que o tratamento com GE enfraquece a
atividade de Candida spp., € que o uso oral de GE promove a inibicdo da formagéao
de biofilme fungico e formacgao de hifas. A agcdo do GE destruiu a fungédo da parede
celular e reduziu a atividade da membrana plasmatica (ATPase) e os niveis de
ergosterol, suprimindo a expansao fungica. Além disso, o GE afetou a fungao
mitocondrial e a homeostase do ferro e mitigou a toxicidade genética?!!%6,

Outro estudo concluiu que o GE alterou o esterol de espécies de Candida em
concentragdes sub-MIC e bloqueou completamente a biossintese de ergosterol em
valores de MIC na cepa estudada de forma semelhante ao modo de acdo do
fluconazol (FLC). FLC e outros azdlicos inibem a enzima citocromo P450-14a-
desmetilase que impede a formagéo de ergosterol a partir do lanosterol. Portanto, a
inibicdo do crescimento de células de Candida pelo GE sugere a redugao dos niveis
de ergosterol, que é um componente essencial da membrana citoplasmatica do fungo,
interrompendo a integridade desta membrana e sua homeostase. A membrana
plasmatica contém uma proteina que bombeia H+ para fora da célula gerando uma
forca motriz de prétons que auxilia na importagdo de nutrientes. A acidificagcéo
induzida por glicose do meio extracelular por células fungicas é uma medida do
bombeamento de H+ mediado por PM-ATPase??! e foi observado o efeito de GE na
PM-ATPase e no bombeamento de H+ mediado por ATPase, que é essencial para a
sobrevivéncia do fungo em alguns estudos. Além disso, farmacos como FLC e

anfotericina B nao tém efeitos significativos na H+-ATPase??'-313,
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Um estudo observou que biofiimes de Candida spp. sofreram maiores danos
causados por nanoemulsdes de oleo de eucalipto comparados ao oleo bruto devido
ao aumento da area de contato das goticulas antimicrobianas3'?. Além disso, imagens
de microscopia de forga atbmica mostraram que as goticulas antimicrobianas do éleo
de eucalipto foram protegidas e entregues por nanoencapsulagdo®’® e que as
nanoparticulas inibem efetivamente a biomassa penetrando no biofilme, matando as
células fungicas internas, e inibindo a produgdo da matriz de polissacarideos
extracelulares®’%. A matriz do biofilme pode dificultar a aplicacdo do farmaco e
aumentar sua resisténcia, o que, por sua vez, torna a resisténcia do biofilme a
materiais antimicrobianos superior a das bactérias planctonicas3®®. Neste presente
estudo, os resultados confirmaram que a incorporacdo do GE em nanoemulsbes
facilitaram a sua penetragdo nos biofiimes de C. albicans, causando a morte das
cepas.

A utilizagdo dos implantes dentarios € uma pratica rotineira na reabilitagéo
protética, com uma alta taxa de sobrevivéncia a longo prazo. No entanto, apos sua
instalagdo na cavidade bucal, ele é rapidamente revestido com um filme de saliva rico
em proteinas que favorece a adesao de microrganismos da microbiota oral e formando
biofilmes polimicrobianos que podem desencadear processos inflamatérios caso haja
um desequilibrio dos fatores ambientais e imunologicos dos hospedeiros?88. A Pl é
uma doenga inflamatdria com etiologia bacteriana que pode levar a perda do implante.
Além das bactérias periodontopatogénicas do complexo vermelho, a superficie do
titdnio pode ser facilmente colonizada por patdgenos oportunistas como S. aureus
e C. albicans3%,

Devido ao seu potencial piogénico, ja conhecido na dermatologia, acredita-se
que o S. aureus desempenha um papel importante na patologia da Pl, uma vez que a
supuragdo € um achado clinico caracteristico 622%_ Além disso, esses cocos gram-
positivos aerdbicos também podem ser encontrados na saliva oral de adultos
saudaveis e posteriormente se transformar em patégenos oportunistas, tornando-se a
principal causa de muitas doencas do hospedeiro, desde pequenas infeccdes de pele
até pneumonia, sepse, sindrome do choque téxico e endocardite infecciosa3'.

As espécies de Candida sdo os microrganismos mais frequentemente obtidos
do microbioma oral*'® e tém elevada capacidade de formacdo de biofilmes em
superficies abidticas como préteses e implantes dentarios, e juntamente com

bactérias orais como o S. aureus, formam biofilmes multiespécies podendo causar
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estomatite, doencas periodontais e PI%%8316 Apesar de serem frequentemente
ignorados nos estudos das doencas periimplantares, C. albicans foram isoladas de
biofiimes associados a Pl e promovem o crescimento bacteriano e o aumento da
viruléncia causando maiores danos mucosos®'’.

Portanto, este estudo investigou a atividade antibioflme do GE e sua
incorporacao nas NEs em co-culturas de biofilmes de S. aureus e C. albicans sobre
corpos de prova de titdnio. O tratamento com as GE-NEs foi capaz de reduzir
significativamente a ades&o ao longo do tempo, mostrando um efeito notavel em 24 h
com uma inibicdo do biofilme de Candida de cerca de 100%. Ambas as espécies
dentro da cultura mista, mas principalmente C. albicans, foram afetadas pelas
solugbes testes. Nesse sentido, deve-se considerar que a atividade antibiofilme
observada contra C. albicans esta relacionada a uma dupla acdo do GE e das
nanoemulsdes de GE, sendo tanto antiadesiva, devido a sua acao na inibicdo da
producao de hifas e pseudo-hifas, quanto antifungica, devido a sua atividade na
alteracdo da membrana desses fungos.

Estes dados quantitativos foram confirmados nas imagens espaciais e ensaio
de viabilidade de C. albicans e S. aureus observadas através da MEV e MCVL,
respectivamente. Os achados revelaram que os grupos que sofreram tratamento
evidenciaram diminuicao das cepas bacterianas e auséncia das cepas fungicas, e se
observou um intimo contato entre as células de S. aureus e as hifas de C. albicans nas
fotomicrografias do grupo sem tratamento. S. aureus além de apresentar colénias na
superficie do biofilme, apresentou também uma associagao preferencial as hifas,
sugerindo que a bactéria pode ter sido coberta pela matriz secretada por C. albicans,
conferindo-lhe resisténcia reforcada ao tratamento com o GE e as NEs®'®. Essa
afinidade de S. aureus pode desempenhar um papel crucial no aumento da viruléncia
da infecgao sustentada por este biofilme fungico-bacteriano, levando a disseminagéo
desse microrganismo da cavidade oral para a corrente sanguinea, ocasionando em
infecgao sistémica em pacientes imunocomprometidos3.

Um estudo mostrou que superficies asperas de implantes de titanio podem
promover a adeséo fungica e, eventualmente dificultar o resultado de um tratamento
de descontaminacgao, sendo a técnica fisioquimica mais eficiente independentemente
das caracteristicas da superficie®®®. Nossos resultados demonstraram que a
incorporacao do GE em nanoemulsdes propicia uma rapida penetragao na membrana

celular microbiana, devido ao aumento da area superficial, sendo possivel reduzir a
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concentragao para atingir um efeito bactericida equivalente ou até maior em relagao
as emulsdes convencionais e ao composto livre3’?. A aplicagdo de produtos naturais
como terapias quimicas na peri-implantite pode ajudar a melhorar a eficacia dos
materiais sintéticos e contribuir para o desenvolvimento de novos recursos
farmacoldgicos para a satdde bucal®®.

A citotoxicidade do GE, GE-NE e GE-NM nos tecidos hospedeiros foi avaliada
usando um modelo de cultura celular in vitro de queratinécitos humanos (Nok-Si). As
avaliacbes citotoxicas fornecem a compreensdo adequada da dose efetiva e néo
toxica e ajudam na concepcgédo do regime de dose. Além disso, ha poucos dados
publicados sobre estudos citotoxicos do GE3'°:320 g o presente estudo preenche essa
deficiéncia. As concentragbes maximas testadas neste estudo foram de 1200 ug/ml
(4xMIC), e os resultados mostraram que concentragdes de GE inferiores a 150 ug/mL
(MIC/2) apresentaram mais de 90% de células viaveis e na concentracédo de 300
pug/mL (MIC) a porcentagem de células viaveis foi de 52,61%. Resultados semelhantes
foram obtidos em um estudo que avaliou viabilidade celular em células mononucleares
do sangue periférico humano, onde concentragdes menores ou iguais a 100 pg/mL
apresentaram mais de 90% de células viaveis, e houve uma reducao drastica na
viabilidade celular a partir da concentracdo de 250 pg/mL, com morte completa em
1000 pg/mL.320

Entretanto, quando avaliamos o efeito de diferentes concentragées de GE-NE
sobre células Nok-si, houve diminuicdo no percentual de células viaveis em
concentragdes maiores que 150 pg/mL (MIC/2) seguido de percentuais menores para
as demais concentragdes, ocorrendo morte completa nas concentragcdes acima de
600 pg/mL. A maior citotoxicidade da GE-NE sobre células Nok-si comparada com o
extrato simples do GE possivelmente foi causada pelo tamanho reduzido das
nanoparticulas acarretando um aumento da area de superficie e maior atividade
celular do GE causando uma redugao da proliferacdo celular e modificacdo da
expressao genética das macromoléculas organicas que constituem a matriz
extracelular da mucosa oral®?'-323, Importante salientar que a NE (blank) ndo exibiu
efeito antimicrobiano e antibiofilme e apresentou um menor efeito citotdxico quando
submetido ao teste contra as células NOK-Si, sugerindo que a atividade foi
manifestada apenas pelo GE e descartando a possibilidade de disturbio dos outros

componentes que formam o sistema nanoestruturado.
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Curiosamente, as micelas carregadas de geraniol apresentaram menores
efeitos citotoxicos as células NOK-si comparadas a GE-NE provavelmente pela
auséncia do colesterol. Além disso, o0 complexo de nanoinclusdao micelar
possivelmente aumentou a estabilidade fisica das substancias ativas ou metabdlitos
secundarios do geraniol, possibilitando a retencdo de suas interagcbes com outros
ingredientes e melhorando sua bioatividade3?*. Ponderando os limites de um estudo
in vitro, e ressaltando que a citotoxicidade da clorexidina reduziu significativamente o
numero de fibroblastos e queratindcitos em um curto periodo de tempo®?!, os
resultados obtidos e os limites metodoldgicos permitem concluir que a GE-NE
apresentou maior citotoxicidade contra células NOK-si comparada a GE-NM.

No entanto, o modelo utilizado neste estudo possuia células organizadas em
monocamadas, diferentemente da organizagao tridimensional do tecido presente na
mucosa oral. Novos estudos com a utilizagdo de modelos de distribuicédo tecidual 3D
e testes in vivo dardao mais informagdes sobre os mecanismos envolvidos na
toxicidade do geraniol.

Por conseguinte, as nanoemulsdes desenvolvidas apresentaram resultados
promissores para os testes preliminares de estabilidade e para as caracterizacbes
fisico-quimicas realizadas, indicando que a escolha dos tensoativos foi correta. A
incorporacdo do GE nas NEs melhorou sua atividade antimicrobiana e antibiofiime
sobre cepas de C. albicans, sugerindo a possibilidade deste sistema se tornar uma
alternativa terapéutica para infecgdes por Candida. A nanotecnologia aplicada a saude
esta em ascensao, e com base nos resultados deste estudo sugere-se mais pesquisas
sobre as nanoemulsées de geraniol em uma ampla gama de fungos e bactérias
patogénicas, além de estudos toxicoldgicos in vivo confirmando assim a eficacia e
seguranga do composto para posterior aplicacdo clinica. Estudos de ensaio de
encapsulamento e perfil de liberagdo do geraniol nas NEs estdo sendo realizados e

irdo complementar este estudo.
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7 CONCLUSAO

o O geraniol incorporado a nanoemulsao (GE-NE) e a nanoemulsao
micelar (GE-NM) apresentaram tamanhos médios de 230 nm e 93 nm, PDI de
0,155 e 0,151, respectivamente, com boa estabilidade e homogeneidade apds 6
meses a 1 ano de formulacéo;

o Os resultados indicaram uma atividade antimicrobiana do geraniol contra
S. mutans e A. actinomycetemcomitans, mas em concentracdes citotoxicas;

o Apenas biofilmes de C. albicans sofreram reducdo significativa (6,3
Log10) nas concentragdes nao-citotéxicas da GE-NE (< 300 pyg/mL) e GE-NM (<
600 pg/mL);

. A utilizacdo do GE, GE-NE e GE-NM em biofilmes mistos de
Sthaphilococcos aureus e Candida albicans em corpos de prova de Titanio
diminuiram significativamente a quantidade das leveduras e sua transigdo para a
forma de hifas;

o A incorporagao do geraniol em nanoemulsdes GE-NE (> 300 pg/mL) e
GE-NM (> 1200 pg/mL) foram consideradas citotoxicas sobre células de
queratindcitos orais humanos (NOK-SI);

o A incorporagcdo do geraniol nas nanoemulsbes como sistemas de
entrega de farmacos melhoraram sua atividade antimicrobiana em comparagao
com seu extrato simples. Baseados nos resultados desse estudo e nas atividades
biolégicas das formulagdes desenvolvidas, novos estudos in vitro e in vivo sao

necessarios para a sua utilizagdo na pratica clinica.
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