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RESUMO
A cérie e a doenca periodontal estdo entre os principais problemas de saude bucal. O
controle do biofilme dental é determinante para a prevencéo o qual pode ser feito pela
diminuicdo do consumo de alimentos fermentaveis, pela correta escovacdo apos as
refeicbes, pelo uso de enxaguatoérios bucais com bases em produtos quimicos e até
mesmo uso da antibioticoterapia. Devido aos efeitos indesejaveis desses dois Ultimos, a
nanoemulsdo pode ser utilizada como uma alternativa de administragdo local de
medicamentos com a liberacdo de agentes de forma controlada. Assim, o objetivo do
presente estudo foi sintetizar, caracterizar e avaliar atividade antimicrobiana de
nanoemulsdo a base de 06leo essencial de eucalipto sobre Streptococcus mutans e o
Aggregatybacter actinomycetemcomitans. O estudo se caracteriza por um estudo in
vitro conduzido em duas etapas. Inicialmente foi realizada a sintese das nanoemulsdes
de 6leo essencial de eucalipto de duas espécies: E. citriodora (NanoEE-Citriodora) e E.
globulus, (NanoEE-Globulus) e sua respectiva caracterizacdo fisico-quimica quanto
tamanho de particula (Z-ave), indice de polidispersdo (IP), potencial zeta (Q),
morfologia e pH. Posteriormente, foi avaliada a acdo antimicrobiana estimando a
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracdo Bactericida Minima (CBM)
divindo as amostras em quatro grupos: a) NanoEE-Globulus; b) NanoEE-Citriodora; c)
Clorexidina (controle positivo) e d) Agua (controle negativo). As amostras de NanoEE-
Globulus e NanoEE-Citriodora apresentaram tamanho de médio de particula em torno
de 100 nm, com valores IP proximo as 0,3. Os valores de ¢ variaram entre -19 e -30, pH
préximo a 7 e formato esférico. Ambas as nanoemulsées NanoEE-Globulus e NanoEE-
Citriodora foram eficazes no controle de S. mutans. A amostra de NanoEE-Globulus
apresentou uma CIM de 40 ug mL™' e a NanoEE-Citriodora apresentou uma CIM em
60ul. mL-1 (60%) contra esta bactéria gram-positiva, revelando que apresentam
atividade inibitéria mesmo em concentracdo proxima a minima testada. Por outro lado,
contra 0 microrganismo de A. actinomycetemcomitans apenas a amostra de NanoEE-
Globulus apresentou inibi¢do na concentragdo de 60uL. mL—1 (60%). Dessa forma pode-
se concluir que as nanoemulsdes de éleo essencial de eucalipto possuem propriedades
bacteriostaticas e caracteristicas fisico-quimicas adequadas e tem potencial fututo para
aplicagdo na Odontologia Preventiva, com o intuito de contribuir para a manutencéo da

saude bucal e sistémica.



Palavras-chave: Nanotecnologia. Eucalipto. Odontologia Preventiva.

ABSTRACT

Caries and periodontal disease are among the main oral health problems. The control of dental
biofilm is crucial for prevention, which can be done by reducing the consumption of
fermentable foods, brushing after meals, using mouthwashes based on chemical products and
even the use of antibiotic therapy. Due to the undesirable effects of the last two, the
nanoemulsion can be used as an alternative for the local administration of drugs with the release
of agents in a controlled manner. Thus, the objective of the present study was to synthesize,
characterize and evaluate the antimicrobial activity of a nanoemulsion based on eucalyptus
essential oil on Streptococcus mutans and Aggregatybacter Actinomycetemcomitans. The study
is characterized by an in vitro study conducted in two stages. Initially, the synthesis of
eucalyptus essential oil nanoemulsions of two species was carried out: E. Citriodora (NanoEE-
Citriodora) and E. Globulus, (NanoEE-Globulus) and their respective physicochemical
characterization regarding particle size (Z-ave), polydispersion index (PI) and zeta potential (),
morphology and pH. Subsequently, the antimicrobial action was evaluated by estimating the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the Minimum Bactericidal Concentration
(MBC), dividing the samples into four groups: a) NanoEE-Globulus; b) NanoEE-Citriodora; c)
Chlorhexidine (positive control) and d) Water (negative control). The NanoEE-Globulus and
NanoEE-Citriodora samples showed an average particle size around 100 nm, with Pl values
close to 0.3. Zeta potential values varied between -19 and -30, pH close to 7 and spherical shape.
Both NanoEE-Globulus and NanoEE-Citriodora nanoemulsions were effective in controlling
S. mutans. The NanoEE-Globulus sample had a MIC of 40 pg mL—1 and the NanoEE-
Citriodora had a MIC of 60uL mL~1 (60%) against this gram-positive bacterium, revealing that
they have inhibitory activity even at a concentration close to the minimum tested. On the other
hand, against the Aggregatybacter Actinomycetemcomitans microorganism, only the NanoEE-
Globulus sample showed inhibition at a concentration of 60uL mL—1 (60%). Therefore, it can
be concluded that eucalyptus essential oil nanoemulsions have bacteriostatic properties and
adequate physicochemical characteristics and have future potential for application in Preventive
Dentistry, with the aim of contributing to the maintenance of oral and systemic health.

Keywords: Nanotechnology. Eucalyptus. Preventive Dentistry.



IMPACTO E CARATER INOVADOR DA PRODUCAO INTELECTUAL

Os seres humanos ao longo da vida séo frequentemente infectados por microrganismos,
como bactérias, fungos, leveduras e virus. A carie e doenca periodontal ainda se configuram
como os principais problemas de satde bucal em todo mundo, atingindo uma parcela importante
da populacdo. Apesar de serem doencas multifatoriais, conforme vai ser melhor elucidado ao
longo desta dissertagéo, os microrganismos tem papel importante neste processo.

Levando em consideracdo a proposta do proposta do Programa de Pés-graduacdo em
Ambiente e Salde que investiga as questdes que envolvem o Ambiente e Salde e como estas
impactam na vida da pessoas, buscou-se na presente dissertacao investigar uma abordagem
mais preventiva no combate a carie e doenca periodontal. Para tal desenvolveu-se uma
nanoemulsdo a partir de Oleo essencial de eucalipto e avaliou-se seu efeito sobre o
Streptococcus mutans e 0 Aggregatybacter actinomycetemcomitans.

Os resultados iniciais sdo favoraveis e acredita-se que esta linha de pesquisa possa ser
promissora uma vez encontram-se poucos trabalhos na literatura associado a nanoemulséo a
enxaguatdrios bucais. A resisténcia bacteriana é um dos desafios apontados pela Organizacao
mundial da Saude a ser combatido e reconhecida em 2021 como ameaca aos esforcos mundiais
de sustentabilidade e desenvolvimento pela Assembleia Geral das Nagbes Unidas. Neste
contexto, desenvolver novos sistemas de transporte de agentes antimicrobianos podem ser
possiveis solucdes para este problema.

A relacdo entre 0 ambiente e o desenvolvimento sustentavel é uma preocupacao mundial
e é tema abordado na Agenda 2030. O presente estudo tem relagdo com 0 ODS 3 - Saude e Bem
estar que visa “assegurar uma vida saudavel e promover o bem-estar para todos, em todas as
idades”, com o ODS 12 que busca “garantir padrdes de consumo e de produgao sustentaveis” e
com o ODS 15 que objetiva “proteger, restaurar € promover o uso sustentavel dos ecossistemas
terrestres, gerir de forma sustentavel as florestas, combater a desertificagdo, travar e reverter a
degradacéo dos solos e travar a perda da biodiversidade”. O desenvolvimento de materiais em
nanoescala e as propriedades medicinais e antimicrobianas obtidas a partir de plantas podem
substituir os métodos tradicionais de tratamento com antibidticos e antimicrobianos em razéo
de apresentarem caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas Unicas, como alta superficie de

contato, acdo antimicrobiana e antioxidante e atoxica.
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1 INTRODUCAO

A mucosa e a saliva se configuram como barreiras naturais e sdo 0s principais
mecanismos de defesa contra a invasdo bacteriana dos tecidos moles. Assim como, o esmalte e
a dentina sdo importantes barreiras de tecido duro no processo de carie (SANZ et al., 2017).
Atualmente as evidéncias cientificas sugerem que as etiologias da cérie e da doenca periodontal
sdo independentes e que elementos da imunidade inata parecem contribuir para a resisténcia
para ambas as doencgas (SANZ et al., 2017). E apesar do avan¢o na abordagem preventiva,
continuam sendo as duas principais doencas relacionadas a cavidade bucal (PETERSEN, 2003;
SANZ et al., 2017) e principais responsaveis pela perda dentaria impactando negativamente na
qualidade de vida (SANZ et al., 2017).

Segundo consenso da European Organisation for Caries Research (ORCA) e do Grupo
de pesquisa em Cariologia da International Association for Dental Research (IADR), a cérie
dentéria é considerada uma doenca mediada por biofilme, modulada pela dieta, dindmica,
multifatorial, ndo transmissivel, resultando em perda de tecidos organico e mineral da estrutura
dentérias (FEJERSKOV, 1997; PITTS et al., 2017). E determinada por fatores bioldgicos,
comportamentais, psicossociais e ambientais (MACHIULSKIENE et al., 2019).

O Global Burden of Disease (GBD) é um estudo de referéncia que mostrou que a
prevaléncia de carie dentaria em dentes permanentes estd em primeiro lugar entre 328 doencas.
Aproximadamente 2,3 bilhdes de pessoas em todo o mundo tém carie em seus dentes
permanentes, com anos vividos com a doenga totalizando 1,62 milhdo, um aumento de 9,4%
em comparagdo com a taxa de incidéncia em 2007 (JAMES et al., 2018).

Em 2019, nova atualiza¢do dos dados incluindo dados relativos a cérie ndo tratada em
204 paises ao longo de 30 anos (1990 a 2019) demonstrou que no ano de 2019 no mundo
ocorreram 3,09 bilhdes de novos casos em dentes permanentes (aumento de 48%), e 2 milhdes
de anos vividos com a doenca (aumento de 45,64%), considerando o inicio da analise em 1990.
Nestes 30 anos, a taxa de incidéncia padronizada por idade mostrou uma tendéncia de 1,15
bilh&o de novos casos de cérie dentéria ndo tratada em dentes deciduos e uma tendéncia estavel
para os dentes permanentes, com pico nas idades de 5-9 e 20-24 anos (QIN; ZI; ZENG, 2022).

Assim como a carie, a doenca periodontal (DP) € uma doenca crdnica nao transmissivel
(DCNT), considerada um importante problema de saude publica, com prevaléncia em torno de
20 a 50% da populacdo global, sem diferenca entre paises desenvolvidos e em desenvolvimento
(NAZIR, 2017). Pode variar de acordo com contexto social (KASSEBAUM et al., 2016) mas
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a transicdo demografica e o envelhecimento da populagdo podem ter relacdo com o aumento da
prevaléncia especialmente em paises desenvolvidos (NAZIR, 2017).

O papel do biofilme microbiano na manutencdo da satde oral e no desenvolvimento da
carie e doenca periodontal foi discutido em um workshop realizado pela EFP/ORCA que
resultou na publicacéo de Sanz et al. (2017). Dentre os principais achados os autores destacam
que o biofilme é um componente essencial envolvido no desenvolvimento das duas patologias
e que, portanto, conhecer sua composicdo e interagdes microbianas é fundamental para
estabelecer medidas preventivas e terapéuticas (SANZ et al., 2017).

A formacdo da estrutura complexa dos biofilmes é um processo de varias etapas
comecando com bactérias aderindo as superficies dentarias usando as adesinas presentes na
parede celular (JIAO et al., 2023; LIN et al., 2021). Neste processo as substancias poliméricas
extracelulares promovem a aderéncia dos demais microrganismos, formando o biofilme e
protegendo os microrganismos da resposta imune do hospedeiro e da agdo da antibioticoterapia
(CASTILLO PEDRAZA, 2017; LIN et al., 2021). Assim, limitar a populagdo dos principais
microrganismos e consequentemente diminuir a formacdo de biofilme sdo estratégias de
prevencdo para estas duas doencas (SANZ et al., 2017).

Dentre as diferentes abordagens para controle dos biofilmes orais, 0 uso de antibioticos
no manejo da carie dentéria ndo é indicado, pois 0 uso excessivo pode resultar em resisténcia
bacteriana e alterar a flora oral e intestinal (NIU et al., 2021). Além disso, os antibioticos muitas
vezes sdo apenas brevemente eficazes devido a flutuacdes no ambiente oral (CHENG et al.,
2015), além de ndo apresentarem propriedades remineralizantes para auxiliar no tratamento da
carie dentéria (NIU et al., 2021).

Na terapia periodontal antibiticos ou outras substancias com atividade antibacteriana
podem ser aplicados como terapia complementar para inibir o crescimento excessivo de
bactérias (CHEN et al., 2017; FRITOLI et al., 2015; GINJUPALL.I et al., 2016). Entretanto, o
uso de antibidticos pode resultar em efeitos colaterais e resisténcia antimicrobiana (BIDAULT
et al., 2007). Neste contexto, uma estratégia para a reducdo dos biofilmes seria atuar nas
substancias poliméricas extracelulares (EPS) que atuam como um escudo protetor e encapsulam
as bactérias individuais, protegendo-as contra ataques (LI et al., 2023).

Os produtos naturais derivados de plantas medicinais tém se mostrado uma fonte
abundante de compostos biologicamente ativos, e muitos deles sdo a base para o
desenvolvimento de novos produtos na industria farmacéutica (RAUF; JEHAN, 2017).
Especificamente na odontologia, poderiam ser associados a dentifricios e enxaguatorios bucais
(BARNETT, 2003).
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Outra &rea que tem se destacado nos Gltimos anos como uma opg¢do para o tratamento
das infec¢Oes € a nanotecnologia, que em combinagdo com quimica organica, tem um enorme
potencial para produzir produtos inovadores de forma sustentavel com o meio ambiente (AL-
KHATTAF, 2021). Assim, desenvolver de novos materiais e terapias complementares com
propriedades regenerativas e antimicrobianas para aplicagdo na Odontologia podem ser
possiveis solugdes para o tratamento das principais doencas da cavidade oral (DA ROSA et al.,
2022; NARCISO et al., 2019; 2021).

De forma terapéutica e preventiva os enxaguatorios bucais séo veiculos ideais para se
incorporar substancias com propriedades bioativas ou antimicrobianas para diminuir a
formacao do biofilme dental além de promover o controle da halitose (HORVATH et al., 2019).

Como resultado da facilidade de utilizacdo de um enxaguatério bucal, algumas
melhorias podem ser esperadas, como: melhorar o halito e o frescor da boca, prevencdo de
problemas bucais, como a cérie, , resolugdo da sensibilidade dentinaria, alivio de patologias
orais, como ulceragdes orais e, sobretudo pela prevencdo da formacdo de biofilme dental
(QUATRIN et al., 2017).

No entanto, 0s enxaguatdrios apresentam pouca penetracdo no ambiente subgengival e
a utilizacdo de nanoemulsdes com antimicrobianos naturais podem favorecer essa penetracao
(HORVATH et al., 2019). Porém, ao realizar-se uma busca sistematica da literatura para a
realizacdo do presente estudo, observou-se um nimero limitado de publicacdes que utilizaram
a nanotecnologia para o desenvolvimento de enxaguatdrios bucais, sendo na maioria estudos in
vitro utilizando nanoemulsdes (HORVATH et al., 2019; PALMAS et al., 2020; QUATRIN et
al., 2017; SALMANN et al., 2021; SANTANA NETO et al., 2020).

Em geral as nanoemulsdes sdo elaboradas a base de compostos naturais, 6leos
essenciais, mas a diversidade de 6leos utilizados dificulta a comparacéo entre os resultados.
Dentre os 6leos essenciais utilizados identificou-se estudo com 6leo da planta Nigella Sativa
(SALMANN et al., 2021), de Eucalyptus globulus (QUATRIN et al., 2017), & base de cravo,
canela, horteld-pimenta, tomilho (HORVATH et al., 2019), a base de canela (Cinamomum
cassia) (BATTISTI et al., 2022); a base de capim limdo e citral (PALMAS et al., 2020), a base
de Lippia sidoides (SANTANA NETO et al., 2020).

No Brasil, o potencial produtivo dos plantios de eucalipto é superior ao de outros paises.
A produtividade média no plantio evoluiu de 10 m3/ha/ano (1970) para 38,9 m3/ha/ano (2021)
ocupando em 2021 75,8% de toda 4rea plantada no Brasil (IBA, 2021). Santa Catarina possui

uma area plantada significativa de eucalipto (Eucalyptus spp.) principalmente na regido serrana
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nos municipios de Otacilio Costa, Lages e Santa Cecilia (IBA, 2016). Dados sugerem que a
planta se adapta melhorem regides frias (VITTI; BRITO, 2003).

As espécies mais utilizadas na obtengdo dos 6leos essenciais sdo Eucalyptus globulus,
Corymbia citriodora e E. staigeriana com finalidades aromaticas. O E. globulus € uma espécie
muito utilizada na exploragéo de madeira e producéo de celulose e suas folhas utilizadas para a
extracdo de dleos essenciais aromaticas (VITTI; BRITTO, 2003).

Diante do exposto o objetivo principal desse estudo foi desenvolver um enxaguatorio
bucal na forma de nanoemulsdo com antimicrobianos naturais, testando sua eficacia in vitro
contra o Aggregatybacter actinomycetemcomitans e o Streptococcus mutans. Acredita-se que
este estudo, caracteriza-se como uma proposta interdisciplinar e inédita a medida que
interrelacionam diferentes ciéncias com um objetivo comum que € avaliar o efeito de um novo
enxaguatorio a partir de nanoemulsao que possa no futuro ser utilizado na prevencéo da doenca

carie e periodontal conforme ilustrado na Figura 1.

Figura 1 — Concepcdo interdisciplinar de pesquisa.

Enxaguatdrio Bucal

Nanotecnologia

Carie e Doenga
Periodontal

Nanoemulsao

Produtos Naturais

Ciéncias Humanas

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Nesse fractal (Figura 1), observa-se a importancia das ciéncias da salde, onde se estuda
a vida, a saude das pessoas e no caso especifico deste projeto, questbes que envolvem a
prevencao de doencas orais de alta prevaléncia como a cérie e doenca periodontal. As ciéncias
bioldgicas, que estudam a vida em varias escalas desde 0 microscopio com 0s microrganismos
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causadores das referidas doencas até o meio ambiente que o individuo esta inserido. As Ciéncias
Humanas também tem relacdo com o tema visto que estes problemas de salde oral impactam
na autoestima e qualidade de vida dos pacientes.

1.1 Pergunta de pesquisa

Quais as propriedades fisico-quimicas e atividade antimicrobiana de nanoemulsao

formulada a base de 6leo essencial de eucalipto?

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver nanoemulsdo a base de 6leo essencial de eucalipto para possivel aplicacdo

na odontologia preventiva

2.2 Objetivos especificos

- Sintetizar e caracterizar a nanoemulséao a base de 6leo essencial de eucalipto.
- Avaliar a atividade antimicrobiana de nanoemulsao a base de 6leo essencial de eucalipto frente

aos microrganismos relacionados com a cérie e doenca periodontal.
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3 REVISAO DE LITERATURA

A cavidade oral se caracteriza com um local ideal para o crescimento e multiplicacéo de
microrganismos (MARSH; MOTER; DEVINE, 2011), com uma complexidade de microflora
que varia entre 400 a milhares de espécies, resultando em acGes de sinergismo e antagonismo
(JAKUBOVICS et al., 2021). A realizacdo da higiene oral adequada, por meios mecénicos e
quimicos, mantém este ambiente em equilibrio (ADAM et al., 2022). A perda desse equilibrio
associada a outros fatores pode resultar no surgimento da da doenca carie e doenca periodontal.
Assim, nesta secdo serdo apresentadas caracteristicas destas duas doencgas e como a nanociéncia

pode se configurar como um aliado na prevencao das mesmas.

3.1 Cérie dentéaria

As doencas da cavidade oral afetam bilhGes de pessoas na atualidade, sendo a cérie
dentéria a mais prevalente (ROTH, 2018). Nas Ultimas décadas observa-se uma reducdo nas
taxas de edentulismo que € um importante indicador de saude oral, e quando ha perda, esta
acontece mais tarde (SCHWENDICKE et al., 2020).

As mudancas da prevaléncia de dentes permanentes cariados em 53 paises com renda
média alta em comparagdo ao Brasil, foram avaliadas considerando os anos de 1990 e 2017 e
utilizando dados secundérios do Global Burden of Disease (CRESCENTE; GEHRKE;
SANTOS, 2022). Observou uma reducao na prevaléncia de carie ndo tratada no Brasil de 38,2
%, em 1990, para 37,5 % em 2017, levando o pais a ocupar a 412 posicdo, atras de paises como,
Panama, Argentina, Paraguai, México, Peru e Costa Rica e Cuba. As principais redu¢des foram
observadas nos paises que melhoraram os seus indices de desenvolvimento humano (IDH)
(CRESCENTE; GEHRKE; SANTOS, 2022).

No Brasil, os contrastes geograficos, climaticos, culturais e socioecondmicos das
diferentes regides implicam em diferentes IDHSs, interferindo por exemplo em quantidades de
casa com agua encanada. Esta realidade pode ter implicacdo direta nos indices de carie dentaria
uma vez que a fluoretacdo nas &guas de abastecimento é uma forma de prevenir a ocorréncia da
doenca (FRIAS et al., 2007). Neste contexto, vale destacar que a escovacdo dentaria e a
fluoretacdo da agua estéo entre as medidas preventivas de menor custo (GOMES, 2022).

A capacidade tampéo da saliva, com sua funcédo reguladora do pH, neutraliza os acidos,
inibe a desmineralizacdo e favorece a remineralizacdo, recicla o fltor ingerido e dificulta a

proliferacdo do Streptococcus mutans (CARVALHO, 2013). Desta maneira criar abordagens
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preventivas efetivas para modificar a composi¢édo da placa bacteriana, permanece um objetivo
promissor (GOMES, 2022).

Ao longo dos anos, observou-se diferentes modelos para explicar esta doenga de causa
multifatorial. O primeiro deles, descrito por Keyes (1962) apontava a dependéncia de trés
fatores: o hospedeiro (dente), a microbiota e a dieta (substrato). Weyne (1992) relaciona fatores
secundarios e inclui o tempo como quarto fator. Fejerskov e Manji (1990) propuseram um
modelo mais complexo de determinantes do processo carioso. No centro estdo os fatores que
atuam diretamente na estrutura dentaria. Com o tempo, uma mudanga ecoldgica na composicédo
e atividade metabolica do biofilme pode resultar em um desequilibrio levando a perda de
mineral e ao inicio da formacdo da lesdo cariosa. Na area mais periférica alocam-se outros
determinantes que influenciam o processo individualmente ou na populacdo (FEJERSKOV;
MANUJI, 1990).

A definicdo mais recente proposta pela ORCA e IADR classifica a carie dentaria como
uma doenga mediada por biofilme, multifatorial, ndo transmissivel, modulada pela dieta,
(FEJERSKOV 1997; PITTS et al, 2017), mas determinada por fatores bioldgicos,
comportamentais, psicossociais e ambientais (MACHIULSKIENE et al., 2019).

Os microrganismos como Neisseria, Streptococcus, Actinomyces, Veillonella e
Granulicatella s&o metabolicamente altamente especializados e organizados em biofilmes
multiespécies e tem sido associado a carie e as doencas periodontais. A progressao destas
envolve mdltiplas interac6es microbianas impulsionadas por diferentes estressores. Na carie, a
exposicdo dos biofilmes a aclcares e sua fermentacdo para acidos organicos resulta no aumento
de espécies acidogénicas e aciduricas (CHAPPLE et al., 2018).

Revisdes sistematicas avaliando relagdes entre condigdes socioecondmicas,
psicossociais, tempo de tela, dieta e a carie dentaria identificaram que condigdes
socioeconémicas mais elevadas (SCHWENDICKE et al., 2015), protecdo psicossocial
(SILVA; LIMA; VETTORE, 2018) e baixa frequéncia de ingestdo de acucar (MOORES;
KELLY; MOYNIHAN, 2022) estdo associadas com baixos indices de carie (MOORES;
KELLY; MOYNIHAN, 2022; SCHWENDICKE et al., 2015; SILVA; LIMA; VETTORE,
2018).

As pessoas acometidas pela cérie dentaria, podem ndo ter somente como queixa
principal a dor, mas também manifestar seus efeitos em mudancas de habitos alimentares, de
dormir, alteragdo de comportamento que interferem na vida social do individuo (FEITOSA,
COLARES; PINKHAM, 2005; LOW; TAN; SCWARTZ, 1999), ou seja, a experiéncia de cérie

pode ter impacto na qualidade de vida do individuo. Enquanto conceito a qualidade de vida
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(QV) é definida pela Organizacdo Mundial de Satide (OMS) como “a percep¢ao do individuo
sobre a sua posic¢ao na vida, no contexto da cultura e do sistema de valores nos quais ele vive,
e em relagdo a seus objetivos, expectativas, padroes e preocupagdes” (WHO, 1995, p. 1405).

Avancando nesta analise, a qualidade de vida relacionada a satde oral (QVRSO) pode
ser descrita como avaliagfes subjetivas do individuo sobre sua prépria saude, bem como as
expectativas e satisfagdo com cuidado dental JOHANSSON; OSTBERG, 2015). Lockeran et
al. (2007, p. 409) a definem como o “impacto das desordens e doengas oral nos aspectos diarios
da vida, os quais tém magnitude suficiente em termos de frequéncia, e severidade para interferir
nas experiéncias e percepcdes que 0s individuos tém sobre sua vida como um todo”.

Neste contexto, o tratamento da cérie dentaria por meio de restauragdes tem como
prioridade restabelecer a salde e preservar o tecido saudavel e remineralizavel, mantendo a
salde pulpar. Dessa forma, a restauracdo dentaria tem por objetivo recuperar a estética, forma
e funcdo do dente (SCHWENDICKE; PARIS; TU, 2015).

Considerando os diversos determinantes da doenca, incluindo aspectos ambientais e o
alto custo econémico do tratamento convencional, investir na prevencao parecer ser uma opgao
importante. Entretanto, por vezes, estas acdes que teriam um efeito positivo na saude bucal e
até mesmo impacto econdmico sdo negligenciadas (GOMES, 2022). Embora a escovagao, uso
do fio dental, a fluoretacdo das aguas seja considerada métodos preventivos efetivos
(SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2002) é pertinente destacar a utilizacdo de outros métodos
alternativos como por exemplo o uso de enxaguatérios como coadjuvante a acdo mecanica e no
controle quimico da placa bacteriana, na intervencdo dos processos inflamatorios e infecciosos
instalados na cavidade oral (ARAUJO et al., 2015).

Mesmo em pacientes bem treinados, a limpeza adequada das areas de dificil acesso e da
margem gengival é dificil, o que se agrava por exemplo em pacientes idosos com limitagdes
fisicas ou mentais, dentes mal posicionados ou isolados, préteses ou aparelhos ortoddnticos
(SANTOQOS, 2003).

Por muitos anos 0s enxaguatérios tem sido o veiculo mais testado para avaliar
compostos antimicrobianos classificados em produtos cosméticos ou terapéuticos
(TAKENAKA et al.,, 2018). Os cosméticos mascaram temporariamente a halitose. Os
enxaguatorios com finalidade terapéutica por outro lado, possuem ingredientes ativos
destinados a ajudar no controle mecanico e na manutenc¢éo da saude bucal (TAKENAKA et al.,
2018).

Os enxaguatorios previnem a adesdo dos microrganismos que corresponde a etapa

inicial na formagdo do biofilme (TAKENAKA et al., 2018). Ao analisar revisdes sistematicas
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de ensaios clinicos randomizados, Takenaka et al. (2018) identificaram que o0 agente ativo mais
estudado foi o gluconato de clorexidina (CHX), seguido pelo 6leo essencial (EO) e cloreto de
cetilpiridinio. Revisbes de estudos clinicos tem demostrado a longo prazo que o uso de
formulacoes orais que contenham CHX e OE fornecem melhorias significativas em termos de
placa e indices gengivais sem causar resisténcia microbiana e alteragdes na flora microbiana
(SREENIVASAN; GAFFAR, 2002).

3.2 Doenca periodontal

A periodontite é considerada pela Academia Americana de Periodontia uma doenca
inflamatoria iniciada por bactérias (DONGARI-BAGTZOGLOU, 2008). Entretanto, esta
relacdo entre inflamagdo e doenca ndo esté clara, permanecendo incertezas sobre o que ocorre
primeiro: se a resposta imune do hospedeiro ou a alteracdo na integridade homeostatica do
biofilme polimicrobiano da mucosa (DONGARI-BAGTZOGLOU, 2008).

Em novembro de 2017, a American Academy of Periodontology (AAP) e a European
Federation of Periodontology (EFP) estabeleceram uma nova classificacédo para as condicdes e
doencas periodontais e peri-implantares (LANG; BARTOLD, 2018). De acordo com as novas
diretrizes considera-se peridonto saudavel a auséncia de inflamacdo clinica, caracterizada pela
presenca de microrganismos comensais gram positivos (Streptococcus, Corynebacterium,
Rothia spp.) em homeostase com o hospedeiro (KIRST et al., 2015) . A gengivite é considerada
uma inflamacdo gengival e resposta ndo especifica ao acimulo de biofilme. Esta condicéo
crbnica é caracterizada por um crescimento consideravel de organismos principalmente
comensais que, em individuos suscetiveis causa inflamacéo e edema dos tecidos moles com
formagé&o precoce de bolsas, o que leva ao aumento da diversidade de microrganismo no interior
da bolsa e pode resultar na alteracdo do estado de homeostase (BELKAID; HARRISON 2017).

Em individuos susceptiveis a inflamacdo crénica e a presenca de microrganismos
anaeradbios na bolsa periodontal podem favorecer a proliferacéo de certas bactérias que resultam
em um processo inflamatdrio descontrolado e destruicdo tecidual (HAJISHENGALLIS;
KOROSTOFF, 2017; LAMONT; KOO; HAJISHENGALLIS, 2018). Ocorre uma alteragdo no
ambiente em relacdo a disponibilidade de nutrientes e o potencial de oxidorredugdo o que
aumenta a diversidade de microrganismos formando um biofilme polimicrobiano que resulta
na dishiose, que por sua vez potencializa o processo inflamatorio e inicia 0 processo de
reabsorcao 6ssea (VAN DYKE et al., 2020).
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E com este embasamento VVan Dyke et al. (2020) propuseram o modelo “Inflammation-
Mediated Polymicrobial-Emergence and Dysbiotic-Exacerbation” (IMPEDE) para
complementar a classificacdo da doenca periodontal proposta por Caton et al. (2018). Nesta
classificacéo, parte-se da condicdo de satde passando por quatro estagios da doenca periodontal
(VAN DYKE et al., 2020, p. 511):

0 = Saude Periodontal
Estagio | = Gengivite (inicio da inflamagéo);

Estagio 1l = Iniciagdo/periodontite precoce (surge a diversidade
polimicrobiana);

Estagio 111 =Periodontite avancada (inflamacdo desregulada e formacdo de
bolsas)

Estadgio IV = Periodontite em estdgio avancado (disbiose mediada por
inflamacdo, infecgéo e destruicdo tecidual avancada).

Desta forma € importante obter informacdes complementares do paciente como o
historico dos indices de progressao da doenga, o risco de progressado futura, saude geral, analise
baseada na historia da taxa de doenga progressdo, avaliacdo do risco de progressao adicional,
antecipagdo de maus resultados do tratamento. Ainda a avalia¢do do risco do que a doenga ou
seu tratamento podem afetar negativamente na saude geral do paciente e outras exposicdes
como tabagismo permitem que o clinico incorpore fatores individuais do paciente no
diagndstico, que sdo cruciais para o gerenciamento de cada caso (PAPAPANOU et al., 2018;
TONETTI; GREENWELL; KORNMAN, 2018).

Segundo a EFP o tratamento da doenca peridontal abrange diferentes intervencdes,
visando (a) mudancas comportamentais, biofilme supragengival, inflamacdo gengival e
controle de fatores de risco; (b) instrumentacdo supra e subgengival, com e sem terapias
adjuvantes; (c) diferentes tipos de intervencgdes cirurgicas periodontais; e (d) 0 apoio necessario
para os cuidados periodontais a fim de prolongar os beneficios ao longo do tempo (SANZ et
al., 2020). O paciente com gengivite pode voltar ao estado de salde, mas um paciente com
periodontite permanece um paciente com periodontite por toda a vida, mesmo apds terapia bem-
sucedida e requer cuidados de suporte ao longo da vida para prevenir a recorréncia da doenca.
(CHAPPLE et al., 2018).

Assim, o padrdo de cuidado para o controle da DP € interromper, por meios mecanicos
e quimicos (uso de fio dental, escovacdo, enxaguatorios), o acimulo de microrganismos
patogénicos, mantendo o equilibrio na relagdo destes com o hospedeiro (LANG et al., 2021).
Muitas vezes com a associagdo de antibioticos, antissépticos ou probioticos para melhorar o0s
resultados do tratamento (JOHN et al., 2017). Entretanto, 0 modo de administracdo desses

medicamentos ao local de destino continua um desafio (AMINU et al., 2013). Em particular o
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uso de antibidticos sistémicos tem sido questionado em razdo do risco de efeitos colaterais e
por ndo atingir niveis de concentracdo adequado no local-alvo (OSORIO et al., 2016).

Neste contexto, atencdo tem sido dada a desenvolver novos sistema de entrega de
drogas locais com eficacia e efeito adverso reduzido (BENATTI et al., 2012) inclusive para
aplicacdo na odontologia (DHINGRA et al., 2021; DUBAR et al., 2021; EMMANUEL et al.,
2017) Um sistema de administracdo local de medicamentos deve liberar o agente de forma
controlada, manter sua concentracdo por periodo prolongado, ser biodegradavel, biocompativel
e ndo irritar os tecidos (JOSHI et al., 2016).

Avancos atuais em nanotecnologia e abordagens de liberacao de drogas baseadas em
nanoparticulas tem permitido que pesquisadores e clinicos alcangassem o0s objetivos acima
mencionados (DUBAR et al., 2021), fazendo com que possam ser usadas na prevencao de
caries e da doenca periodontal (ALKATANI, 2018; SILVESTRE et al., 2021).

3.3 Nanoemulsao

As nanoemulsdes sdo utilizadas como veiculos na indUstria farmacéutica por apresentar
vantagens como transporte de ativos tanto hidrofilicos como lipofilicos na mesma formulacéo,
além de possibilitarem o controle de aspectos sensoriais adaptados as necessidades da via de
administragcdo para as quais se destinam (ZIBETTI, 2016). As nanoemulsdes sdo sistemas
dispersos entre dois liquidos imisciveis, cujas goticulas encontram-se com tamanho médio
inferior a 200nm (OSTERTAG; WEISS; MCCLEMENTS, 2019). Sendo necessario para a
estabilizacdo da fase aquosa (&gua) e fase oleosa (6leo essencial), 0 uso de tensoativo (ou
surfactantes), para a obtencdo de amostras homogéneas e estaveis (SIDONIO, 2017). A mistura
de 6leo e dgua ao repousar, se separard em duas fases distintas devido a coalescéncia dos
glébulos dispersos. Emulgentes ou agentes emulsionantes podem conferir estabilidade a tais
sistemas (JAISWAL et al., 2015).

A formulacdo de nanoemuls@o oferece varias vantagens, como a entrega de drogas,
como agentes bioldgicos ou de diagnostico. Uma das aplicagcbes mais importantes de
nanoemulsdo € para mascarar o sabor desagradavel de liquidos oleosos. Podem também
proteger as drogas, que sdo susceptiveis a hidrolise e oxidacdo e prolongar a acdo dos
medicamentos (JAISWAL et al., 2015).

No contexto do tratamento das afeccGes bucais, as plantas medicinais representam uma

importante alternativa frente aos tratamentos convencionais, pois possuem baixo custo e facil
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acesso, sendo utilizadas como alimentagcdo por muitas geracbes e nas Ultimas décadas sua
efetividade antimicrobiana tem sido comprovada (BAIRWA et al., 2012).

Os 0Oleos essenciais sdo produtos volateis extraidos das folhas, cascas e frutos de plantas
aromaticas (DAVIDSON; BRANEN, 1993). Amplamente usados no mundo se caracterizam
por misturas complexas, com componentes aromaticos volateis e tem suas propriedades
medicinais conhecidas desde a antiguidade (KALEMBA; KUNICKA, 2003). Mais de 3000
constituintes de Oleo volateis ja foram identificados e a maioria apresenta propriedades
antibacterianas (DUBAR et al., 2021).

A aplicagdo destes dleos na Odontologia pode ocorrer de diferentes formas: em
dentifricios, enxaguatérios bucais e geéis, principalmente pela sua propriedade antisséptica
(DAGLI et al., 2015). Oleos de horteld-pimenta, tomilho, eucalipto e componentes como timol
e eugenol tém demonstrado efeitos potentes em anaerdbios orais estritos e facultativos
(SHAPIRO et al., 1994). Estudos de revisdo embasam os resultados de superioridade dos
constituintes dos 6leos (mentol, timol, eucaliptol) em comparacdo ao placebo e ao controle
mecanico de placa, caracterizando-os como uma alternativa a clorexidina para reducédo de placa
e gengivite (ARAUJO et al., 2015; STOEKEN; PARASKEVAS; VAN DER WEIJDEN, 2007).

Mahyari et al. (2016) avaliaram o uso de antissépticos bucais a base de extratos
hidroalcodlicos de alecrim, caléndula e gengibre no tratamento da gengivite comparados com
a clorexidina. Participaram do estudo duplo cego randomizado 60 pacientes que utilizaram o
enxaguatorio de poliervas, clorexidina ou placebo. Os pacientes usaram diariamente o
enxaguatorio durante duas semanas. Os indices de sangramento gengival e placa foram
mensurados. Os escores foram significativamente inferiores nos grupos testes quando
comparados ao placebo. O enxaguatério de poliervas foi efetivo no tratamento da gengivite
sendo sua eficacia comparada a clorexidina. Neste estudo, os autores observaram que pode ser
recomendado o uso dos extratos como enxaguatdrio bucal em pacientes que ndo apresentam
resultados a clorexidina ou possuem sensibilidade aos efeitos dessa substancia.

Objeto do presente estudo, o 6leo essencial de eucalipto € composto por monoterpenos,
além de hidrocarbonetos, alcodis, éteres, cetonas, lactonas, entre outros (REGNAULT-
ROGER; VINCENT; ARNASON, 2011). Esses compostos sdo responsaveis pela acdo
antimicrobiana deste 6leo essencial podendo ser empregados na Odontologia (DHAKAD et al.,
2017).

Os mecanismos de acdo antimicrobiana do 6leo essencial de eucalipto consistem em
desnaturar acdo de proteinas bacterianas, inativar enzimas microbianas, alterar a

permeabilidade da membrana de bactérias gram-negativas e quelar ions de cations presentes no
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citoplasma bacteriano (BURT, 2004). Em estudo avaliando sua ac¢do antimicrobiana, o 6leo
essencial de eucalipto demonstrou efetividade frente as principais bactérias da cavidade oral (S.
aureus e E. faecalis), com eficicia semelhante a clorexidina a 0,12% (padrdo ouro como
enxaguatorio bucal na Odontologia) (MONTEIRO et al., 2021).

Mais recentemente novas formula¢fes de enxaguatdrios a base de nanoemulsdes tém
sido propostas na literatura (BATISTI et al., 2022; HORVATH et al., 2019; SALMAN et al.,
2021). Em estudo realizado por Batisti et al. (2022) as nanoemulsdes proporcionaram atividade
antimicrobiana contra Streptococcus mutans ndo sendo verificado sinergismo entre as
nanoemulsdes de Oleo essencial de canela e a clorexidina a 0,12%, ndo sendo percebida
expressiva diferenca entre os grupos em relacgdo a substantividade (BATISTI et al., 2022).

Salman et al. (2021), em estudo experimental, compararam um enxaguatério com
nanoemulsdo de 6leo essencial de Nigella sativa com a clorexidina a 0,12%, mostrando-se a
nanoemulsdo eficaz frente aos microrganismos cariogénicos comuns. Ja 0s microrganismos
Enteroccocus faecalis e Lactobaccilus faecalis foram mais resistentes, embora os resultados
tenham sido inferiores a clorexidina (SALMANN et al., 2021).

Usualmente as emulsdes dos enxaguatdrios bucais a base de dleos essenciais €
estabilizada por surfactantes (BATISTI et al., 2022; SALMAN et al., 2021). Como uma nova
forma de obtencdo dos enxaguatérios Horvath et al. (2019) propuseram o preparo das
nanoemulsdes por Pickering (nanoemulsdes estabilizadas com particulas sélidas — sem
surfactante). Ao avaliarem a eficacia antimicrobiana dos 6leos essenciais de cravo, cinamomo,
horteld-pimenta, tomilho em comparacdo as emulsbes convencionais, 0s resultados
demonstraram um maior efeito para as nanoemulsées obtidas pelo método de Pickering. Os
autores relatam que este efeito pode ser atribuido a melhor performance de transporte dos 6leos
essenciais através do modelo de biofilme de S. mutans (HORVATH et al., 2019).

Os enxaguatérios também podem ser funcionalizados com lipossomas (vesiculas de
fosfatidilcolina) carregadas com 6leo essencial de capim limé&o e citral, sendo as formulagdes
biocompativeis contra queratinocitos (PALMAS et al., 2020). Os autores explicam que a
incorporagdo de Oleo essencial de citral proporciona sabor intenso e agradavel protegendo
contra o estresse oxidativo e acelerando a cicatrizacéo de feridas na mucosa. Assim, lipossomas
carregando 50 mg. mL! de citral apareceram como dispersdo promissora, pois também inibiram
a proliferacdo de S. mutans.

Nanoemulsdes contendo 6leo essencial de eucalipto foram testadas contra P. aeruginosa

e Candida spp. Apenas o 6leo livre apresentou uma pequena atividade em altas concentracdes
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contra o P. aeruginosa, e atividade antimicrobiana contra as trés espécies de Candida, além de
potencial antibiofilme (QUATRIN et al., 2017).

Além da atividade antimicrobiana das nanoemulsées, conforme relatado anteriormente
(ARAUJO et al.,, 2015; STOEKEN; PARASKEVAS; VAN DER WEIIDEN, 2007), a
caracterizagdo fisico quimica das nanoemulsdes tem fundamental importancia para comprovar
a eficécia do sistema sintetizado.

A caracterizacdo apropriada das nanoemulfes se torna necessaria para controlar a
estabilidade do sistema, avaliando o comportamento em relacdo ao seu tamanho, potencial zeta
e indice de polidispersdo (NUNES et al. 2022).

O tamanho de particula depende de fatores como: natureza e concentragdo do polimero
e do surfactante na fase organica, polaridade dos solventes, natureza e proporcdo de fases
interno-externas. Esses parametros podem ser avaliados por espalhamento luz dinamicos
(DLS), microscopia eletrénica de varredura (MEV) e microscopia eletronica de transmisséo
(MET) (SUNDAR; KUNDU; KUNDU, 2006).

O espalhamento de luz é um método eficaz para caracterizacao estrutural de polimeros
e nanoparticulas em solucdo, pois a intensidade e a distribuicdo angular da luz espalhada
dependem do tamanho e da forma das particulas que provocam o espalhamento em solucéo.

A espectroscopia de correlacdo de fétons (PCS), também denominada como
espalhamento de luz dinamico, mede a flutuacéo de intensidade do espalhamento de luz causado
pelo movimento das particulas em um angulo fixo ©=173°, entretanto, ndo ¢ capaz de medir a
dependéncia angular, e utiliza uma aproximacdo conhecida como “back scattering”. Esta
aproximacdo é parcialmente valida para sistemas monodispersos €, em sistemas polidispersos,
tende a superestimar o valor do raio hidrodindmico, dada a maior contribuicdo de particulas
grandes na intensidade de espalhamento neste angulo (NUNES et al. 2022).

A analise de microscopia eletrénica de transmissdo (MET) é empregada com o objetivo
de adquirir informac@es sobre o tamanho, disperséo e forma dos sistemas nanoparticulados em
solucgéo (TIEDE et al., 2008).

Medidas de potencial zeta, dependem principalmente da natureza quimica do polimero,
do agente estabilizante e do pH do meio (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2011). De
uma forma geral, 0 potencial zeta avalia a estabilidade das dispersdes coloidais em suspenséo
seguindo a regra de que os valores de potencial zeta maiores do que £30 mV indicam particulas
altamente carregadas (negativa ou positivamente), proporcionando dispersdes fisicamente

estaveis devido a repulsio eletrostatica imposta pelas cargas (MEHNERT; MADER, 2012).
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Diante do exposto, observa-se um numero limitado de estudos testando
nanoemulsdes a base de 6leos essenciais com aplicacdo em enxaguatdrios bucais. Assim, o
presente trabalho objetivou desenvolver e avaliar as propriedades fisico-quimicas e atividade
antimicrobiana de uma nanoemulsdo a base de 6leo essencial de eucalipto com finalidades
preventivas. O eucalipto foi selecionado em razdo das propriedades terapéuticas acima
mencionadas e da disponibilidade na regido.

Portanto, em conformidade com as diretrizes para elaboracdo da dissertacdo do
Programa de P0s-Graduacdo em Ambiente e Saude — PPGAS, a metodologia, resultados,

discussao e conclusédo desta pesquisa serdo a seguir apresentados no formato de artigo.

4 ARTIGO: NANOEMULSAO A BASE DE OLEO ESSENCIAL DE EUCALIPTO:
UMA POSSIVEL ALTERNATIVA PARA A ODONTOLOGIA PREVENTIVA

4.1 Resumo
A cérie e a doenca periodontal estdo entre os principais problemas de saude bucal. O controle
do biofilme dental é determinante para a prevencdo o qual pode ser feito pela diminuicdo do

consumo de alimentos fermentaveis, pela correta escovacdo apos as refei¢fes, pelo uso de
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enxaguatdrios bucais com bases em produtos quimicos e até mesmo uso da antibioticoterapia.
Devido aos efeitos indesejaveis desses dois ultimos, a nanoemulsdo pode ser utilizada como
uma alternativa de administracdo local de medicamentos com a liberacdo de agentes de forma
controlada. Assim, o0 objetivo do presente estudo foi sintetizar, caracterizar e avaliar atividade
antimicrobiana de nanoemulsdo a base de 6leo essencial de eucalipto sobre Streptococcus
mutans e o Aggregatybacter actinomycetemcomitans. O estudo se caracteriza por um estudo in
vitro conduzido em duas etapas. Inicialmente foi realizada a sintese das nanoemulsées com
duas espécies de 0Oleo essencial de eucalipto: Eucaliptus citriodora (NanoEE-Citriodora) e E.
globulus, (NanoEE-Globulus) e sua respectiva caracterizacao fisico-quimica quanto tamanho
de particula (Z-ave), indice de polidispersdao (IP) e potencial zeta (&), morfologia e pH.
Posteriormente, foi avaliada a agdo antimicrobiana estimando a Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM) e da Concentragdo Bactericida Minima (CBM) dividindo as amostras em quatro
grupos: a) NanoEE-Globulus; b) NanoEE-Citriodora; ¢) Clorexidina (controle positivo) e d)
Agua (controle negativo). As amostras de NanoEE-Globulus e NanoEE-Citriodora
apresentaram tamanho de médio em torno de 100 nm, com valores de IP proximo a 0,3. Os
valores de potencial zeta variaram entre -19 e -30, pH préximo a 7 e formato esférico. Ambas
as nanoemulsées NanoEE-Globulus e NanoEE-Citriodora foram eficazes no controle de S.
mutans. A amostra de NanoEE-Globulus apresentou uma CIM de 40 ug mL™' e a NanoEE-
Citriodora apresentou uma CIM em 60uL mL™' (60%) contra esta bactéria gram-positiva,
revelando que apresentam atividade inibitéria mesmo em concentragdo proxima a minima
testada. Por outro lado, contra 0 microrganismo de A. actinomycetemcomitans apenas a amostra
de NanoEE-Globulus apresentou inibi¢do na concentragdo de 60puL mL™' (60%). Dessa forma
pode-se concluir que as nanoemulsdes de 6leo essencial de eucalipto possuem propriedades
bacteriostaticas e caracteristicas fisico-quimicas adequadas e e tem potencial fututo para
aplicacdo na Odontologia Preventiva, com o intuito de contribuir para a manutencdo da saude
bucal e sistémica.

Palavras-chave: Nanotecnologia. Odontologia Preventiva. Eucalipto.

4.2 Introducgéao

A carie dentaria € uma doenca mediada por biofilme, modulada pela dieta, dindmica,
multifatorial, ndo transmissivel, resultando em perda de tecidos organico e mineral
(FEJERSKOV, 1997; PITTS et al., 2017). E determinada por fatores bioldgicos,

comportamentais, psicossociais e ambientais. Aproximadamente 2,3 bilhdes de pessoas em
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todo o mundo tém cérie em seus dentes permanentes (VOS, 2017).

Assim como a cérie, a doenga periodontal (DP) é uma doenca cronica ndo transmissivel
(DCNT), considerada um importante problema de saude publica, com prevaléncia em torno de
20 a 50% da populacéo global, sem diferenca entre paises desenvolvidos e em desenvolvimento
(NAZIR, 2017). Pode variar de acordo com contexto social (KASSEBAUM et al., 2016) mas
a transicdo demografica e o envelhecimento da populacdo podem ter relagcdo com o aumento da
prevaléncia especialmente em paises desenvolvidos (NAZIR, 2017).

Considerando os diversos determinantes da doenca, incluindo aspectos ambientais e 0
alto custo econdmico do tratamento convencional, investir na prevengao parecer ser uma opgao
importante. O biofilme € um componente essencial envolvido no desenvolvimento da cérie e da doenga
periodontal e, portanto, conhecer sua composicdo e interagdes microbianas é¢ fundamental para
estabelecer medidas preventivas e terapéuticas (SANZ et al., 2017). Entretanto, por vezes, estas agdes
que teriam um efeito positivo na salde bucal e até mesmo impacto econémico sdo
negligenciadas (GOMES, 2022).

Embora a escovacdo, uso do fio dental, a fluoretacdo das aguas seja considerada
métodos preventivos efetivos (SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2002) é pertinente destacar a
utilizacdo de outros métodos alternativos como por exemplo o uso de enxaguatérios como
coadjuvante a acdo mecanica e no controle quimico da placa bacteriana, na intervencdo dos
processos inflamatdrios e infecciosos instalados na cavidade oral (ARAUJO et al., 2015). De
fato, os enxaguatorios estdo entre os veiculos mais testados para avaliar compostos antimicrobianos,
uma vez que previnem da adesdo dos microrganismos que corresponde a etapa inicial na formacdo do
biofilme (TAKENAKA et al., 2018). Dentre os agentes ativos mais estudados estdo o gluconato de
clorexidina (CHX), seguido pelo 6leo essencial (OE) e cloreto de cetilpiridinio (SREENIVASAN;
GAFFAR, 2002).

Os 6leos essenciais sdo produtos volateis extraidos das folhas, cascas e frutos de plantas
aromaticas (DAVIDSON; BRANEN, 1993) e tem suas propriedades medicinais conhecidas desde a
antiguidade (KALEMBA; KUNICKA, 2003). As espécies mais utilizadas na obtencao dos 0leos
essenciais sdo Eucalyptus globulus, Corymbia citriodora e E. staigeriana com finalidades
aromaticas. O E. globulus é uma espécie muito utilizada na exploracdo de madeira e producéo
de celulose e suas folhas utilizadas para a extracdo de 6leos essenciais aromaticas (VITTI;
BRITTO, 2003).

No Brasil, o potencial produtivo dos plantios de eucalipto é superior ao de outros paises.
A produtividade média no plantio evoluiu de 10 m3/ha/ano (1970) para 38,9 m3/ha/ano (2021)
ocupando em 2021 75,8% de toda area plantada no Brasil (IBA, 2021). Santa Catarina possui
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uma area plantada significativa de eucalipto (Eucalyptus spp.) principalmente na regido serrana
nos municipios de Otacilio Costa, Lages e Santa Cecilia (IBA, 2016). Dados sugerem que a
planta se adapta melhorem regides frias (VITTI; BRITO, 2003).

A aplicacdo destes Oleos na Odontologia pode ocorrer de diferentes formas: em
dentifricios, enxaguatérios bucais, géis, principalmente pela sua propriedade antisséptica
caracterizando-os como uma alternativa a clorexidina para reducdo de placa e gengivite
(ARAUJO et al., 2015; MAHYARI et al., 2016; MONTEIRO et al., 2021; STOEKEN;
PARASKEVAS; VAN DER WEIJDEN, 2007).

Recentemente formulagOes a base de nanoemulsdes tém sido propostas na literatura os
quais tém apresentando atividade antimicrobiana frente ao Streptococcus mutans (BATISTI et
al., 2022; HORVATH et al., 2019).

As nanoemulsdes sdo sistemas dispersos entre dois liquidos imisciveis, cujas goticulas
encontram-se com tamanho médio inferior a 200 nm (OSTERTAG; WEISS; MCCLEMENTS,
2019). Sendo necessario para a estabilizacdo da fase aquosa (&4gua) e fase oleosa (6leo
essencial), o uso de tensoativo (ou surfactantes), para a obtencdo de amostras homogéneas e
estaveis (SIDONIO, 2017).

A formulacdo de nanoemulsdo oferece vérias vantagens, como a entrega de drogas,
como agentes biolégicos ou de diagnostico. Uma das aplicacbes mais importantes de
nanoemulsdo é para mascarar 0 sabor desagradavel de liquidos oleosos. Podem também
proteger as drogas, que sdo susceptiveis a hidrolise e oxidacdo e prolongar a acdo dos
medicamentos (JAISWAL et al., 2015).

No contexto do tratamento das afec¢des bucais, as plantas medicinais representam uma
importante alternativa frente aos tratamentos convencionais, pois possuem baixo custo e facil
acesso, sendo utilizadas como alimentacdo por muitas geracfes e nas Ultimas décadas sua
efetividade antimicrobiana tem sido comprovada (BAIRWA et al., 2012).

O desenvolvimento de materiais em nanoescala e as propriedades medicinais e
antimicrobianas obtidas a partir de plantas podem substituir os métodos tradicionais de
tratamento com antibiéticos e antimicrobianos em razao de apresentarem caracteristicas fisico-
quimicas e bioldgicas unicas, como alta superficie de contato, acdo antimicrobiana e
antioxidante e atoxica.

Diante do exposto, observa-se um nimero limitado de estudos testando nanoemulsdes
a base de 0leos essenciais com aplicacdo em enxaguatorios bucais. Assim, o presente trabalho
se propBe a desenvolver e avaliar as propriedades fisico-quimicas e atividade antimicrobiana

de uma nanoemuls&o a base de 6leo essencial de eucalipto com finalidades preventivas.
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4.3 Materiais e métodos

4.3.1 Materiais

Foram utilizados os surfactantes monooleato de sorbitano (Span 80), polissorbato 80
(Tween 80) obtidos a partir da Sigma Aldrich Aldrich (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO,
USA).

Os microrganismos utilizados foram Aggregatybacter actinomycetemcomitans — ATCC
29522, Streptococcus mutans ATCC-25175 (adquiridos na Plast Labor-Rio de Janeiro).

Os meios de cultura utilizados foram: agar Triptico de Soja (Himedia), 4gar de infusao

de cérebro e coracdo (BHI) (Merck).

4.3.2 Extracdo e caracterizagdo dos 06leos essenciais

Os 0leos essenciais foram obtidos das folhas de eucalipto (Eucalipitus citriodora e

Eucalipitus globulus) por extracdo por arraste de vapor utilizando aparato Clevenger.

4.3.3 Sintese e caracterizacdo das hanoemulsdes

As nanoemulsdes foram elaboradas com o 6leo essencial de eucalipto (n = 3) de acordo
com Quatrin et al. (2017), de duas cultivares diferentes: E. citriodora e E. globulus,
denominadas de NanoEE-Globulus e NanoEE-Citriodora, pelo método de emulsificagdo com
alta agitacdo utilizando o equipamento Ultra Turrax®. A fase oleosa da nanoemulsdo foi
composta por 5% de 6leo essencial e 2% de monooleato de sorbitano (Span 80). A fase aquosa
foi composta de 2% de polissorbato 80 (Tween 80) e 25 mL de agua ultrapura. Ambas as fases
foram previamente solubilizadas separadamente com um agitador por 15 min. Logo apos, a fase
oleosa foi vertida na fase aquosa, sob agitacdo a 10.000 RPM e a velocidade de agitacéo foi

aumentada para 17.000 RPM e mantida por 1 h com temperatura controlada em banho de gelo.

Figura 1 - Procedimento metodoldgico para elaboracéo das nanoemulsdes.
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2% de Tween 80 5% de 6leo essencial
25 mL de agua 2% de Span 80

FaieAquou ‘ ;Flse 0!66::

Fonte: Elaborado pelos autores (2023)

4.3.4 Caracterizacdo fisico-quimica e morfologica das nanoemulsdo de 6leo essencial de
eucalipto

A caracterizagdo fisico-quimica e morfolégica das nanoemulBes de dleo essencial de
eucalipto (NanoEE-Globulus e NanoEE-Citriodora) foi estabelecida pelos pardmetros de
tamanho médio de particula (Z - ave), potencial zeta (¢~ mV), Microscopia Eletronica de
Transmissdo (MET) e potencial hidrogeniénico (pH).

4.3.4.1 Determinacdo do tamanho de particula (Z-ave), indice de polidispersao (IP) e
potencial zeta (¢), morfologia e pH

A determinacdo do tamanho da particula (nm), indice de polidisperséo e potencial zeta
(mV) das nanoemulsdes foram obtidos por meio da técnica de espalhamento de luz (DLS),
utilizando um equipamento Zetasizer Nano Series (Malvern Instruments). As amostras de
nanoemulsdes e amostra controle foram diluidas apropriadamente com agua filtrada Milli-Q®,
e as medicOes foram realizadas a 25°C a um angulo de 173° em triplicata (n=3). Para as
medicdes, as amostras foram colocadas em célula de eletroforese.

A morfologia das nanoemulsdes foram avaliadas por meio de MET utilizando um
microscopio JEOL modelo JEM -1011 (Téquio, Japao) operando a 70 kV. As solucdes

contendo as nanoemulsfes e amostra controle foram previamente diluidas em agua ultrapura
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Milli-Q®, e cerca de 5 pL de cada amostra foi depositada sobre grids de cobre revestidas com
carbono (200 mesh). Apds secagem a temperatura ambiente, as grids foram observadas no
microscopio.

A determinacdo do pH foi realizada em pHmetro de bancada utilizando eletrodo
seletivos para ions H*. Os eletrodos foram inseridos nas amostras das nanoemulsdo para leitura

do pH e os dados foram registrados.

4.3.5 Avaliacao antimicrobiana das nanoemulsdes

A avaliacdo da Concentracgdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) foi realizada com a nanoemulsdo de 6leo essencial de eucalipto, e amostra
controle com clorexidina (controle positivo), sendo:

a) NanoEE-Globulus

b) NanoEE-Citriodora

c) Clorexidina (controle positivo)
d) Agua (controle negativo)

A atividade antibacteriana in vitro foi realizada em microplacas usando o método de
microdiluicdo padrdo adaptado do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
(documento NCCLS M7-A9, 2012). As amostras de nanoemulsdo NanoEE-Globulus e
NanoEE-Citriodora foram primeiro diluidas em &gua ultrapura estéril para 40, 60, 80 e 100
pL/mL. Em seguida, 5 pL de cultura bacteriana (10"5 UFC/mL) foram inoculados em pogos
contendo 90 puL de caldo TSB (agar Triptico de Soja) e 10 uL das nanoemulsdes (NanoEE-
Globulus e NanoEE-Citriodora) em diferentes concentracdes. A. actinomycetemcomitans
(ATCC 29522) e S. mutans (ATCC-25175) (gram positivo) foram usados nos testes.

Pocos de controle negativo foram preparados substituindo as amostras por agua
ultrapura estéril sem o in6culo bacteriano e o controle positivo substituindo as amostras por
clorexidina e o indculo bacteriano.

As placas foram incubadas a 35°C por 16-20 h, em jarra de anaerobiose. A inibi¢&o do
crescimento bacteriano foi realizada por turbidez em relacdo aos pocos controle. Os pocos
contendo um meio que nao apresentou turbidez foram replicados em placas de agar nutriente e

incubados a 37 °C por 24 horas para classifica-los como bactericidas ou bacteriostaticos.

4.3.7 Andlise estatistica
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Os dados obtidos foram expressos como médias e desvio padrdo das determinacGes
realizadas em triplicata. Os resultados foram submetidos a analise de variancia e a comparagdo
de médias por meio do teste de ANOVA e Tukey com nivel de significancia de 5 %, utilizando-
se o programa STATISTICA.

4.4 Resultados e discussao

4.4.1 Caracterizacao fisico-quimica das nanoemulsées

4.4.1.1 Tamanho de particula e indice de polidispersao

Neste estudo as nanoemulsdes de NanoEE-Globulus e apresentaram menores tamanho
de goticula quando comparado as nanoemulsdes de NanoEE-Citriodora. Ambas as
nanoemulsdes apresentaram comportamento de estabilidade fisico-quimica com relacdo aos
parametros de tamanho das goticulas e indice de polidispersdo, conforme demostrado na Tabela
1.

Tabela 1 - Determinacdo do tamanho médio, IP, potencial zeta e pH.
Amostra Tama?:rcrj] )medlo PDI Pote?rzl\fjl) zeta oH
1 NanoEE-Globulus 117,2+0,9b 0,214+0,03a -19,2+0,5a 6,6+0,17a
2 NanoEE-Citriodora 168,8+1,2a 0,209+0,001a  -33,8+1,2b 6,8+0,02a
Resultados expressos em média + desvio padrdo (n=3). Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05)
quando analisado pelo teste de Tukey na coluna

Legenda: IP: indice de polidispersdo

Fonte: Autores (2023)

Neste estudo, as amostras de NanoEE-Globulus e NanoEE-Citriodora apresentaram
tamanho de médio em torno de 100 nm, e com valores de IP préximo a 0,3.

O tamanho das goticulas da nanoemulsdo depende de fatores como: natureza e
concentragdo do surfactante na fase aquosa e oleosa, natureza do oOleo essencial utilizado,
polaridade dos solventes, natureza e proporcao da fase aquosa e oleosa (CIMINO et al. 2021)

E recomendado pela literatura, que tamanho reduzido de didmetro das goticulas,
variando entre 100 e 200 nm, como os resultados encontrados no presente estudo, sdo

fundamentais para a absorc¢éo e distribuigéo in vivo das suspensdes (da ROSA, 2020)
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Além disso, ao se pensar em desenvolver uma nova formulagdo com finalidade
terapéutica, estes sdo pontos chaves para a liberacéo da agente: o tamanho e a uniformidade das
goticulas, no caso de uma nanoemulsdo (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Quanto maior o IP, maior a faixa de tamanho de particula e, consequentemente, mais
heterogéneo é o tamanho das goticulas na nanoemulsdo (SOUTO et al., 2022). Resultados de
IP abaixo de 0,3 (como no presente estudo) revelam uma distribuicdo estreita de tamanho, e
uma boa homogeneidade da nanoemulsdo (QUATRIN et al., 2017).

Quanto menor o valor obtido de IP (< 0,2) maior o grau de homogeneidade no tamanho
das goticulas (QUATRIN et al., 2017). Fato importante a se considerar, quando se pensa na
possibilidade de desenvolvimento futuro de um enxaguatério bucal, pois se o sistema se
mantem com tamanho homogéneo das goticulas, isso contribui para a estabilidade fisico-
quimica do produto (BATISTI et al., 2022).

4.4.1.2 Potencial zeta e pH

No presente estudo as nanoemulsdes de NanoEE-Globulus e NanoEE-Citriodora
possuem valores de potencial zeta variando entre -19 e -30 e valores de pH proximo a 7
(tendendo a neutralidade, conforme demostrado na Tabela 1).

O surfactante polissorbato 80 por possuir uma parte apolar que interage com o 6leo, e
uma parte polar direcionado para a parte externa da nanoemulsao, expde a carga negativa para
a nanoemulsdo, resultando em uma densidade superficial negativa, devido a presenca de atomos
de oxigénio na molécula (QUATRIN et al., 2017).

Medidas de potencial zeta, dependem principalmente dos agentes estabilizantes e do pH
do meio (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2011). O potencial zeta reflete a carga
superficial das nanoemulsdes, e indica a estabilidade da nanoemulséo, de acordo com as forcas
de repulsividade entre as goticulas e as mudancas de potencial na superficie das mesmas (da
ROSA et al., 2020). Ainda, avalia a capacidade que as particulas conseguem manter em
suspensdo, isto é, sem agregar ou sedimentar (PATIL et al., 2007).

De uma forma geral, o potencial zeta avalia a estabilidade das nanoemulsdes seguindo
aregra de que os valores de potencial zeta maiores do que +30 mV indicam goticulas carregadas
(negativa ou positivamente), proporcionando emulsdes fisicamente estaveis devido a repulséo
eletrostatica imposta pelas cargas, quando sdo utilizados surfactantes catidnicos (NUNES et al.
2022).
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No entanto, quando se utiliza surfactantes aniénicos em bloco, como o polissorbato 80
(tween 80) e monooleato de sorbitano (Span 80), como no presente estudo, a estabilidade da
dispersdo é conferida por impedimento estérico, evitando a coalescéncia das particulas e
permitindo estabilidade fisico quimica (da ROSA et al. 2020). Além disso, a auséncia da
repulsdo eletrostatica é confirmada também pelos resultados de pH tendendo a neutralidade.

No entanto, a literatura afirma, quando ha uma estabilizacdo estérica adicional (como
neste caso o Tween 80) valores em torno de 20 mV ja séo suficientes para manter a estabilidade
do sistema coloidal (de MELO et al. 2021).

4.4.2 Microscopia eletrénica de transmissao

Através das micrografias obtidas por Microscopia eletronica de transmissdo, observa-
se a morfologia das particulas, que apresentam formato esférico (Figura 1), com tamanho
diferente da aquela obtida pela técnica de espalhamento dindmico de luz (em inglés DLS,

Dynamic Light Scattering).

Figura 1 - Morfologia das nanoemulsodes avaliadas por Microscopia Eletronica de Transmissdo, sendo
(a) NanoEE-Citriodora e (b) NanoEE-Globulus.

Fonte: Autores (2023)
A andlise microscopica fornece uma avaliacdo precisa do tamanho e forma das
goticulas, porém, a variacdo no tamanho das particulas entre as técnicas de DLS e MET pode
ser explicado pelo preparo da amostra para a leitura do microscopio, podendo esta, modificar a
area superficial a ser analisada (da ROSA et al. 2020).
O preparo da amostra para as medidas de MET requerem técnicas como a evaporagao
do solvente, achatamento das particulas no grid e menor nimero de particulas visualizadas pela
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técnica de microscopia quando comparado a técnica de Espalhamento de Luz (de MELO et al.
2021).

4.4.3 Ensaios de Atividade Antimicrobiana: Concentracgao Inibitoria das nanoemulsdes

O teste de microdiluicdo em caldo foi utilizado para determinar a CIM das
nanoemulsdes. A turbidez foi o parametro utilizado para verificar o crescimento do
microrganismo nos pocos da microplaca. Para isso, a CIM foi a menor concentracéo
entre as testadas, onde ndo foi verificado a presenca de turbidez no meio de crescimento.
Ambas as nanoemulsdes: NanoEE-Globulus e NanoEE-Citriodora foram eficazes no
controle de S. mutans (Tabela 2). A amostra de NanoEE-Globulus apresentou uma CIM
de 40 pg mL™* e a NanoEE-Citriodora apresentou uma CIM em 60uL mL (60%)
contra esta bactéria gram-positiva, revelando que apresentam atividade inibitdria
mesmo em concentragdo proxima a minima testada. Por outro lado, contra o
microrganismo de A. actinomycetemcomitans apenas a amostra de NanoEE-Globulus

apresentou inibicdo na concentragdo de 60uL mL™* (60%).

Tabela 2 - Resultado de concentracdo inibitéria minima e efeito bacteriostatico.
Efeito do microrganismo
Streptococcus mutans
NanoEE-Globulus Bactericida Bacteriostatico
100pL mL* (100%) - -
80pL mL* (80%) - -
60uL mL™ (60%) - -

40uL mL* (40%) - X
NanoEE-Citriodora Bactericida Bacteriostatico
100pL mL* (100%) - X
80uL mL™ (80%) - X
60uL mL* (60%) - X
40uL mL™* (40%) - -
Clorexidina Bactericida Bacteriostatico
100pL mL™ (100%) X X
Aggregatybacter actinomycetemcomitans
NanoEE-Globulus Bactericida Bacteriostatico

100pL mL™ (100%) - -
80uL mL* (80%) - -
60uL mL™ (60%) - X
40uL mL™ (40%) - -
NanoEE-Citriodora

100pL mL™ (100%) - -
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80uL mL* (80%) - -

60uL mL (60%) - -

40uL mL? (40%) - -

Clorexidina Bactericida Bacteriostatico

100pL mL (100%) X X
Legenda: X indica resultado positivo para Inibicdo ou controle microbiol6gico / — Indica que a

nanoemulséo ndo controlou e 0 microrganismo cresceu.
Fonte: Autores (2023)

Os mecanismos de acdo antimicrobiana do 6leo essencial de eucalipto consistem em
desnaturar acdo de proteinas bacterianas, inativar enzimas microbianas, alterar a
permeabilidade da membrana de bactérias gram-negativas e quelar ions de cations presentes no
citoplasma bacteriano (BURT, 2004). Em estudo avaliando sua ag¢&o antimicrobiana, o 6leo
essencial de eucalipto demonstrou efetividade frente a bactérias presentes na cavidade oral (S.
aureus e E. faecalis), com eficacia semelhante a clorexidina a 0,12% a qual é considerada o
padrdo ouro como enxaguatério bucal (MONTEIRO et al., 2021).

A menor sensibilidade a bactérias gram negativas (A. actinomycetemcomitans) contra
as nanoemulsdes pode ser explicada pelo fato de que esses microrganismos possuem uma
camada externa de lipopolissacarideo (LPS) em sua membrana, limitando a difusdo de
compostos para o interior da célula (HARKAT-MADOURI et al. 2015). No entanto, a maior
concentracdo de agente antimicrobiano é necesséria para obter 0 mesmo efeito obtido em
bactérias gram-positivas para bactérias gram-negativas (da ROSA et al., 2020).

Gutiérrez Pineda (2021) em estudo de revisdo de literatura, avaliaram o o efeito do 6leo
essencial de Eucalyptus globulus labill sobre microrganismos relacionados a doenca
periodontal, e reportaram uma CMI necessaria para inibir a bactéria P. gingivalis ¢ 0,28
mg.mL; F. nucleatum é de 1, 14 mg.mL e A. actinomycetemcomitans (AA) é de 9,13 mg.mL"
! ficando desta forma evidente, a maior resisténcia do AA.

Observa-se uma limitacdo na literatura para comparacdo dos resultados do presente
estudo, pois além do namero limitado de estudos que tenham testados 6leos essenciais com a
finalidade de aplicacdo em enxaguatérios bucais, ha uma diversidade de apresentacOes, de
metodologias e 6leos. H& uma predominancia por estudos especificamente in vitro (BATISTI
et al., 2022; HORVATH et al., 2019; PALMAS et al., 2020; QUATRIN et al., 2017;
SALMANN et al., 2021; SANTANA NETO et al., 2020), um estudo apresenta uma fase in
vitro e outra in vivo em animais (RISSO et al., 2020) e um ensaio clinico duplo cego
randomizado (MAHYARI et al., 2016).

Quanto as caracteristicas das formulagfes, estas tém sido testadas na forma de
emulsdes (PALMAS et al., 2020), nanoemulsdes (BATISTI et al., 2022; HORVATH et al.,
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2019; MAHYARI et al., 2016; QUATRIN et al., 2017; RISSO et al., 2020; SALMANN et al.,
2021) e microemulsdes (SANTANA NETO et al., 2020).

Em relacdo a diversidade das substancias testadas observa-se enxaguatorio de
poliervas com Zingiber officinale, Rosmarinus officinalis e Calendula officinalis (MAHYARI
et al., 2016), com o6leo essencial Eucalyptus globulus ( QUATRIN et al., 2017), a base de
cravo, canela, horteld-pimenta, tomilho (HORVATH et al., 2019), a base de capim liméo e
citral (PALMA et al., 2020), de Nigella Sativa (SALMANN et al., 2021) a base de canela
(Cinamomum cassia) ( BATISTI et al., 2022).

No que se refere aos microrganismos testados, também h& uma diversidade, como:
Streptococcus mutans (HORVATH et al.,, 2019; SALMANN et al., 2021), Streptococcus
salivarius, Lactobacillus acidophilus, Monoccoccal fecalis, Enterococcus faecalis
(SALMANN et al., 2021), P. aeruginosa e Candida spp. (QUATRIN et al., 2017).

Em estudo recente, Karnjana et al., (2023) identificaram que extratos etanolicos de
Streblus asper, Cymbopogon citratus, Syzygium aromaticume podem ser agentes naturais com
multiplas acdes sobre o S. Mutans. Modificacdes nas paredes celulares das bactérias foram
observadas apds o tratamento com os extratos etanolicos aumentando a hidrofobia e diminuindo
a formacéo de biofilme bacteriano em 24h. Ainda os autores reportam que os extratos foram
utilizados também para sintese verde de nanoparticulas de prata apresentando igualmente
resultados satisfatorios.

Neste interim é preciso levar consideragdo: o quanto as doencas da cavidade oral afetam
a populacdo adulta e infantil tanto em paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento
(JAMES et al., 2018); o quanto a saude oral tem relacdo com a saude geral e qualidade de vida
dos individuos (JOHN et al., 2017); que a carie dentéria é depende da interacdo de varios
fatores que incluem a presenca do biofilme microbiano na superficie dentaria, da dieta, fator
protetor da saliva, imunidade e genética e que os tecidos duros dentais sofrem desmineralizacéo
e remineralizagdo (DES-RE) (MURAS; OTERO, 2020).

Ainda ao se considerar que esse processo DES-RE tem relacdo com a capacidade de
producdo acidogénica das bactérias que estdo acumuladas no biofilme, o qual apesar de ser uma
estrutura complexa multiespécie, inicia com a aderéncia da bactéria na superficie mineralizada
do dente por meio das adesinas (CASTILLO PEDRAZA et al., 2017) e que o0 S. Mutans é o
principal microrganismo neste processo limitar sua populagdo ou diminuir a formagéo de
biofilme sdo formas de prevencéo da doenga (LIN et al., 2021) .

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais tem sido discutida ha bastante tempo e

ainda sdo consideradas como agentes importantes pela dificuldade que as bactérias tem de
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desenvolver resisténcia a eles (OLIVEIRA et al., 2022). Entretanto, a atividade antimicrobiana

dos OE néo pode ser compreendida por um Unico componente pois ha um sinergismo complexo

entre os componentes dos OE que precisa ser mais investigado (OLIVEIRA et al., 2022).
EXPLORAR EFEITOS COLATERAIS DA CLOREXIDINA E ANTIBIOTICOS

4.5 Conclusdo

Em relacao as caracteristicas fisico-quimicas, as amostras de NanoEE-Globulus e
NanoEE-Citriodora apresentaram tamanho de médio em torno de 100 nm, indice de
polidispersdo proximo as 0,3, potencial zeta entre -19 e -30 e valores de pH proximo a
7.

A NanoEE-Globulus teve efeito bacteriostatico superior em relacao ao S. Mutans.

Mas ainda ndo igual ao clorexidina (mas com potencial efeitos colaterais menores).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A cavidade oral consiste em um ambiente complexo com uma diversidade de
microrganismos que estdo envolvidos nos principais problemas de satde bucal como céries,
doencas periodontais e patologias pulpares e periapicais. A manutencdo da saude bucal é
importante ndo apenas para as funcées fisiolégicas como mastigacdo e fonagcdo, mas também
se relaciona a aspectos psicolégicos como a autoestima, aspectos importantes para o bem estar
e qualidade de vida do individuo.

E neste contexto, destaca-se a relevancia deste estudo inicial, na perspectiva de
desenvolver uma nanoemulsdo a base de 6leos essenciais que tem potencial futuro para ser
aplicada em enxaguatorio bucal. Os resultados obtidos mostraram atividade antimicrobiana das
amostras NanoEE-Globulus e NanoEE-Citriodora principalmente sobre o S. mutans, importante
bactéria envolvida na formacao dos biofilmes orais.

Ainda, destaca-se a importancia do estudo por se propor a investigar métodos
preventivos alternativos, com base em novos sistemas de transporte de agentes antimicrobianos,
que podem ser possiveis solucdes para a resisténcia antimicrobiana, problema fortemente
apontado pela literatura cientifica e organizac6es de salde. Desta forma, o estudo alinha-se aos
objetivos da Agenda 2030 da ONU, com énfase para salde e bem estar, padrdes de consumo e
producdo sustentaveis dos ecossistemas terrestres, a medida que utiliza plantas cultivadas na

regido do desenvolvimento do estudo.
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