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Resumo: A presenca de microorganismos em feridas da pele pode acarretar em infecgdes que dificultam o processo de
cicatrizagdo. Quando bactérias multirresistentes infectam o ambiente da lesdo, o tratamento é ainda mais complicado.
Com o objetivo de investigar novos agentes antimicrobianos capazes de eliminar microorganismos multirresistentes, o
6leo de melaleuca foi avaliado quanto as suas propriedades antibacterianas. A argila montmorilonita (MMT) foi
escolhida para constituir um bionanocompdsito de polimero-argila para aplicacdo em curativos. A MMT ¢ interessante
para este uso uma vez que retém e promove uma libera¢do controlada do composto ativo no local da ferida. O teste de
disco difusdo foi feito para avaliar as propriedades antimicrobianas do dleo essencial de melaleuca. Ensaios de
difratometria de raios-X (DRX) foram realizados a fim de observar se houve a incorpora¢do do 6leo natural e do
glicerol entre as estruturas lamelares da MMT. O 6leo de melaleuca apresentou propriedades antibacterianas quando
testado com Escherichia coli e Staphylococcus aureus, formando halos de inibi¢do de 16 e 18 mm, respectivamente.
Quanto aos resultados de DRX, estes revelaram que o 6leo de melaleuca e o glicerol foram incorporados com sucesso
na estrutura da argila visto que ocorreu o aumento da distdncia interlamelar do pico caracteristico d ;) da MMT,
indicando, portanto, a presenca dos compostos organicos.
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Studying antibacterial properties of Tea tree oil and its incorporation in montmorillonite clay

Abstract: The presence of microorganisms in skin wounds can lead to infections that hinder the healing process. When
multidrug-resistant bacteria infect the lesion environment, the treatment is even more complicated. In order to
investigate new antimicrobial agents able to eliminate multidrug-resistant microorganisms, antibacterial property of the
tea tree oil was evaluated. The montmorillonite clay (MMT) was chosen to constitute a polymer-clay bionanocomposite
for application in wound healing. The MMT is interesting for this use once it retains and promotes a controlled release
of the active compound into the wound. The evaluation of the antimicrobial properties of tea tree essential oil was
performed by disk-diffusion test.The possible incorporation of the natural oil and glycerolinto the lamellar structures of
MMT were observed by X-ray diffraction (XRD). Tea tree essential oil was active against Escherichia coli and
Staphylococcus aureus, creating zones of inhibition of 16 and 18 mm, respectively. According to XRD results, the tea
tree oil and glycerol were successfully incorporated into the clay structure once MMT characteristic peak do1)
dislocated for minor angles, indicating the increase of interlamellar distance and so, the presence of organic compounds.
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Introducao

As feridas na pele podem ser causadas por queimaduras, cortes, incisdes cirdrgicas ou mesmo
geradas por algum tipo de doenca. Essas lesdes levam a perda da funcdo protetora da pele contra os
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microrganismos externos, propiciando um ambiente favoravel para a colonizagdo e crescimento de
bactérias [1,2]. O microrganismo mais comum em feridas é o Staphylococcus aureus; porém grande
parte dos casos a infeccdo tende a ser polimicrobiana, com a presenca de bactérias do tipo
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli ou Pseudomonas aeruginosa [3].

O desenvolvimento de curativos antimicrobianos a base de polimeros surgiu da necessidade de
evitar a contaminagao da ferida por microorganismos [2]. Devido ao ritmo acelerado de surgimento
de bactérias multiresistentes, diversas alternativas terapéuticas, agentes antimicrobianos, como
Oleos essenciais, e polimeros t€ém sido investigados a fim de melhorar a eficiéncia desse tipo de
cobertura [4].

Oleos essenciais sdo interessantes para aplicacdo em curativos antimicrobianos uma vez que
apresentam uma mistura complexa de diversos componentes. Essa caracteristica dos 6leos naturais
propicia uma melhor eliminagdo de bactérias resistentes do que os antibidticos, compostos de
apenas uma entidade molecular [5]. O 6leo de melaleuca apresenta diversas propriedades
antibacteriana, antiviral e anti-inflamatodria. Além disso, estudos mostram uma boa eficiéncia do
Oleo contra bactérias gram-positivas € gram-negativas, bacilos acidos resistentes, leveduras e
fungos; fato que tem permitido emprega-lo em antissépticos para a pele [6,7].

O avanco da nanomedicina e da nanotecnologia tem possibilitado a criacdo de curativos que
entregam fatores de crescimento, terapias celulares, terapias genéticas e agentes antimicrobianos
que estimulam a cicatrizagdo [8]. A montmorilonita (MMT) € uma nanoargila bastante investigada
como carregadora de compostos ativos. Apresenta uma estrutura cristalina formada por duas
camadas tetraédricas de Si-O e uma camada octaédrica central de 6xido Al-O que, combinadas,
constituem uma lamela [9,10].

A distancia basal entre as lamelas € suficiente para acomodar diferentes compostos organicos na
estrutura da argila, permitindo a formac@o de nanocompdsitos ou incorporagao de drogas [11]. Esse
espacamento interlamelar determina o grau de esfoliacdo da argila e o nivel de interagcdo molecular
entre 0 composto inorganico e a matriz polimérica [12].

As argilas minerais tém sido utilizadas como portadores de farmacos que podem ser adsorvidos e
liberados em locais alvos do corpo humano, permitindo uma entrega controlada de compostos
ativos [13]. Ainda no campo biomédico, a MMT ¢ aplicada em produtos que visam a protecdo e
limpeza de pele, adsor¢do de bactérias (E .coli e S. aureus), imobilizacdo de toxinas celulares,
atividade antibacteriana e cicatriza¢io e coagulacdo do sangue sem causar efeitos colaterais [14].

A pesquisa objetiva o desenvolvimento de filmes biopoliméricos de poli(acido 14tico) incorporados
com MMT e 6leo essencial de melaleuca, que podem ser utilizados em aplicagdes biomédicas,
como curativos, ou mesmo em embalagens devido a combinagdo de propriedades biocompativel e
antimicrobiana desse material. Nesse trabalho serdo apresentados os resultados iniciais da pesquisa
que compreendem a metodologia usada para a incorporacdo do 6leo na MMT, a caracterizacio da
incorporagdo e a avaliacdo da propriedade antibacteriana do 6leo essencial utilizado.

Experimental

Ensaio antibacteriano

O método de disco-difusao foi realizado para avaliar a suscetibilidade de certos microorganismos ao
6leo essencial de melaleuca adquirido da empresa Amazon, Brasil. Escherichia coli ATCC25922 e
Staphylococcus aureus ATCC29213 foram cultivadas em caldo BHI por 18h a 35°C e, em seguida,
um pré-inéculo foi ajustado na escala 0.5 de MacFarlandem solucdo salina a 0,9% e semeado sobre
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o meio de cultura Agar Miieller Hintonem placa de Petri. Uma aliquota de 7 pLL do 6leo essencial de
melaleuca foi adicionado em discos de papéis previamente esterilizados e colocados sobre o meio
de cultura semeado com a bactéria. As placas foram incubadas por 24 horas a 35 °C e, em seguida, a
possivel presenca de halo de inibi¢do foi observada e medida com régua milimetrada. Os ensaios
foram realizados em duplicatas independentes.

Incorporagdo do oleo essencial de Melaleuca na argila MMT

A incorporacdo do dleo essencial na argila (Cloisite 20*, Southern Clay Products) foi feita
utilizando o ultrassom de ponteira Hielscher UP400S, poténcia 400W, frequéncia de 20 KHz.
Inicialmente, uma solu¢do foi preparada com argila, 6leo essencial na propor¢do de 1:1, agente
surfactante (Tween 80, Synth) nas proporcdes de 0,25g/g de dleo essencial e 50 ml de dgua. Outras
trés amostras foram feitas nessas mesmas condicdes, acrescentando o glicerol, na propor¢do 1:3 de
MMT:glicerol, a fim de avaliar o efeito desse componente na esfoliagdao da argila. A mistura foi
homogeneizada por 1 minuto com o Ultra-Turrax T25 IKA Labortechnik na velocidade de 19.000
rpm. Em seguida, a irradiacdo ultrassonica foi realizada por 30 minutos, com a sonda imersa na
solugdo. Durante esse periodo, o recipiente contendo a solucao foi mantido em agitacdo magnética,
sendo resfriado continuamente a fim de manter a temperatura préxima a do ambiente.
Posteriormente, as amostras foram secas a 110° C durante 24 horas.

Difratometria de Raio-X

A técnica de difracdo de raio-X foi utilizada para avaliar a incorporacio de dleo essencial e glicerol
entre as lamelas da argila. O ensaio foi realizado no difratdmetro da marca Rigaku, modelo Ultima
IV, utilizando tubo selado de Cu (Acy — ko = 1,5405 A), velocidade de varredura de 1°/min, no
intervalo de 1,5°- 40° em passos de 0,02°/s, a 40 kV e 40 A.

Resultados e Discussao

Os resultados do ensaio antibacteriano estdo apresentados na Fig. 1 e 2. Apds o periodo de
incubacgdo de 24 horas, observa-se na placa com E. coli, Fig.1, a forma¢dao de um halo de inibi¢do
de 16 mm no disco que contém apenas o 6leo de melaleuca (destacado pelo circulo). Na placa com
S. aureus, Fig.2, o disco com o 6leo teve halo de inibi¢do de 18 mm. Esses resultados mostram que
as bactérias analisadas apresentam suscetibilidade ao 6leo de melaleuca de forma similar. Apds a
repeticdo dos testes, esse fato se confirma uma vez que os discos continuaram a formar halos
inibitérios de 15 mm em ambas as bactérias.

Figura 1 — Teste de disco-difusdo com 6leo de melaleuca em E. coli ATCC25922 a) antes e b) apds
incubacgao de 24 horas.

Anais do 15° Congresso Brasileiro de Polimeros (15 CBPOL) — Bento Gongalves, RS — 27 a 31 de outubro de 2019



a) b)
Figura 2 — Teste de disco-difusdo com 6leo de melaleuca em S. aureus ATCC29213 a) antes e b)
apds incubagdo de 24 horas.

A técnica de difracdo de raio-X possibilitou avaliar o processo de esfoliagdo da argila através do
aumento da distancia interlamelar. Analisando a Fig.3, percebe-se que a argila original apresenta
um pico de difracio em 20 igual a 3,49°, correspondente a distincia interlamelar de 2,52 nm,
caracteristico da MMT Cloisite 20A. Quando as amostras sao submetidas ao processo de ultrassom,
nota-se a diminuicdo do angulo 20 para valores menores. Este fato deve-se a incorporacdo dos
componentes organicos, 6leo essencial (OE) e glicerol, entre as camadas de argila. A presenca do
6leo levou ao aumento da distincia interlamelar para 3,52nm, enquanto que na amostra com apenas
glicerol, a distancia interlamelar foi de 3,06 nm. Assim, conclui-se que o d6leo puro promove
melhores resultados de esfoliagcdo que o glicerol. Porém, a combinacdo desses dois componentes
acarreta em um maior deslocamento do pico do plano dy1), ampliando a distancia interlamelar para
4,24nm, indicando que a mistura de OE e glicerol € interessante para promover uma melhor
esfoliacdo da argila.
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Figura 3 — Difratogramas de raio-X da argila pura (MMT) e esfoliada com 6leo de melaleuca (OE)
e glicerol.
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Conclusoes

Os resultados obtidos revelaram que o 6leo de melaleuca apresenta propriedades antibacterianas
contra as bactérias E. coli e S. aureus, as quais sdo comuns em infec¢des de feridas. O método de
incorporagdo desse composto ativo e do glicerol na estrutura da argila montmorilonita mostrou-se
bem sucedido uma vez que as andlises de DRX apresentaram distancias interlamelares do plano
d(o1) maiores do que as amostras de MMT pura. Portanto, estes resultados iniciais indicam que a
MMT pode incorporar o 6leo de melaleuca apresentando potencial para futuro uso em curativos
para tratamentos de feridas causadas por essas bactérias.
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