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RESUMO

Alinhadores ortodonticos (AOs) vém sendo amplamente utilizados e oferecem vantagens em
relag@o aos aparelhos fixos, como menor desconforto e maior estética. Porém, os AOs dificultam
a acdo da saliva sobre os dentes que estdo envolvidos, e assim, ha a formagdo de biofilme e
consequente risco de desenvolvimento de cérie e doengas periodontais. A quitosana (QT) é um
biomaterial natural utilizado na area da saude, devido as suas diversas propriedades, como
biocompatibilidade e a¢do antimicrobiana, e quando associada a outros compostos, como ao 6leo
essencial de Melaleuca alternifolia (OEM), pode ter sua agdo potencializada. Ha estudos que
avaliaram a QT e o OEM na forma de gel para prevencao de desmineralizacdo dentéaria e para
terapia local de doenga periodontal. O objetivo deste estudo foi desenvolver e avaliar um gel de
QT e OEM para ser associado a AOQOs. Foram desenvolvidos 3 géis: gel controle de
hidroxietilcelulose contendo 6leo de semente Helianthus annuus (GC), gel de quitosana contendo
6leo de semente Helianthus annuus (GQT) e gel de quitosana contendo 6leo essencial de Melaleuca
alternifolia (GQT+OEM). Foi realizada a caracterizagdo organoléptica e fisico-quimica, a
determinagdo da atividade antimicrobiana e a avaliagcdo da citotoxicidade dos trés géis. Os géis
mantiveram-se estaveis no aspecto, cor, odor e sabor em todas as condigdes de armazenamento
avaliadas. O pH dos géis (GQT e GQT+OEM) manteve-se entre 5,54 ¢ 6,11 ao longo tempo. A
viscosidade dos trés géis demonstrou-se com um comportamento pseudopléstico e tixotropico. A
espectroscopia Raman confirmou a estabilidade molecular dos géis. Os géis GQT e GQT+OEM
mostraram atividade inibitoéria para Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Streptococcus
sanguinis, Streptococcus sobrinus e Candida albicans. O gel GQT+OEM destacou-se por manter
atividade antimicrobiana em menores concentragdes por até trés meses, especialmente quando
armazenado a 4°C. Os géis ndo apresentaram citotoxicidade para a linhagem testada, com
viabilidade superior a 70%. Conclui-se que o gel GQT+OEM demonstrou estabilidade
organoléptica e fisico-quimica sob diferentes condigdes de armazenamento, atividade
antimicrobiana e auséncia de citotoxicidade, sugerindo seu potencial para a prevencao de formacao
de biofilme dentdrio e consequente risco de desenvolvimento de cérie e doengas periodontais,
quando associado a AOs.

Palavras-chave: Alinhadores ortodonticos; Ortodontia; Carie dentaria; Periodontia; Quitosana;

Oleo essencial de Melaleuca alternifolia.



ABSTRACT

Clear aligners (CA) have been widely used and offer advantages over fixed braces, such as less
discomfort and greater aesthetics. However, CA hinder the action of saliva on the teeth involved,
leading to the formation of biofilm, and the consequent risk of developing caries and periodontal
diseases. Chitosan (Ch) is a natural biomaterial used in healthcare due to its various properties,
such as biocompatibility and antimicrobial action. It can combine with other compounds, such as
tea tree oil (TTO), and its action can be enhanced. There are studies that evaluated Ch and TTO
being used in gel form for the prevention of dental demineralization and for local therapy of
periodontal disease. The objective of this study was to develop and evaluate a Ch and TTO gel for
associated with CA. Three gels were developed: hydroxyethylcellulose control gel containing
sunflower-seed oil (CG), chitosan gel containing sunflower-seed oil (ChG), and chitosan gel
containing tea tree oil (Ch+TTOG). Organoleptic and physicochemical characterization,
determination of antimicrobial activity, and evaluation of the cytotoxicity of the three gels. The
gels remained stable in appearance, color, odor, and taste under all storage conditions evaluated.
The pH of the gels (ChG and Ch+TTOG) ranged from 5.54 to 6.11 over time. The viscosity of the
three gels showed pseudoplastic and thixotropic behavior. Raman spectroscopy confirmed the
molecular stability of the gels. The ChG and Ch+TTOG gels showed inhibitory activity against
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Streptococcus sanguinis, Streptococcus sobrinus, and
Candida albicans. The Ch+TTOG gel stood out for maintaining inhibitory action at lower
concentrations for up to three months, especially when stored at 4°C. The gels did not show
cytotoxicity for the tested strain, with viability greater than 70%. It was concluded that the
Ch+TTOG gel demonstrated organoleptic and physicochemical stability under different storage
conditions, antimicrobial activity, and absence of cytotoxicity, suggesting its potential for
preventing dental biofilm formation, and the development of caries and periodontal diseases when
associated with CA.

Keywords: Clear Aligner; Orthodontics; Dental Caries; Periodontics; Chitosan; Tea tree oil.
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1 INTRODUCAO

A fabricagdo de aparelhos ortoddnticos produzidos a partir de polimeros termoplasticos
sintéticos, denominados alinhadores ortodonticos (AOs), vem sendo amplamente realizada
(CONDO et al., 2021). Isto ocorre devido as propriedades fisicas, quimicas e opticas advindas dos
polimeros, como biocompatibilidade, alta elasticidade, formabilidade e transparéncia (CONDC) et
al., 2021). Além disso, os AOs oferecem vantagens em relacdo ao aparelho fixo, como menor
desconforto e melhor estética (MEME et al., 2021). Mesmo que os AOs confiram maior facilidade
para a pratica de higienizagdo bucal e menor acometimento periodontal, quando comparados aos
aparelhos fixos (KARKHANECHI et al., 2013; LU et al., 2018; SAHU et al., 2022; PARTOUCHE
et al., 2022), hé dificuldade na acdo realizada pela saliva sobre os elementos dentarios que estao
completamente envolvidos pelo alinhador, assim, h4 a formagao de biofilme dentario e consequente
risco de desenvolvimento de carie e doengas periodontais (MIETHKE e VOGT, 2005; TURKOZ
etal., 2012).

A quitosana (QT) ¢ um polimero natural obtido a partir da desacetilagdo da quitina isolada
de mariscos, caranguejos e camardes, ¢ ¢ amplamente utilizada na area da saude devido as suas
diversas propriedades, como biocompatibiliadde e agdo antimicrobiana (NAG et al.,, 2021). A QT
¢ capaz de aderir a parede celular bacteriana e degradar a sua estrutura (SHAHABI et al,, 2021), e
quando associada a outros compostos, pode ter sua a¢do antimicrobiana aumentada, como quando
associada ao 6leo essencial de Melaleuca alternifolia (OEM) (SANTOS et al., 2019; SILVA et al.,
2020; OLIVEIRA et al., 2024). Este 6leo essencial possui diversas acdes bioldgicas, com destaque
para a sua atividade antibacteriana e antifungica (SANTOS et al., 2019).

Estudos descreveram a incorporagdo de QT e OEM a materiais e produtos odontologicos,
como na adi¢do em verniz para selamento de superficies dentarias (POORNIMA et al., 2021), em
resina composta ortodontica (PUTRI ez al., 2021) e em enxaguantes bucais (FILOCHE et al., 2005;
RIPARI et al., 2020). Além disso, ha estudos que avaliaram estes compostos sendo utilizados na
forma de gel para prevengdo de desmineralizagdo dentaria (SANTAMARIA JR et al. 2014; PELA
etal.,2022; YAMAKAMI et al., 2022; SHAHIDULLA et al., 2024) e para terapia local de doenga
periodontal (AKINCIBAY et al, 2007, ELGENDY et al., 2013; TAALAB et al.,, 2021,
KACHHADIYA et al., 2022). Porém, at¢ o momento, nenhum estudo desenvolveu um gel

antimicrobiano contendo a QT e o OEM para ser associado a AOs.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ALINHADORES ORTODONTICOS

Os alinhadores ortodonticos (AOs) foram introduzidos na clinica ortodontica em 1945 por
Kesling, a fim de realizarem pequenas correcdes de posi¢des dentarias. Estes primeiros AOs eram
confeccionados com um material semelhante a borracha que envolvia todos os dentes (KESLING,
1945). Posteriormente, em 1998, a empresa Align Technology introduziu o Invisalign® (ADDI et
al., 2023). Estes AOs sdo confeccionados a partir de polimeros termoplasticos (CONDO et al.,
2021) e envolvem todos os dentes. Os AOs sdo caracterizados por possibilitarem movimentos
dentarios graduais, sequenciais e consecutivos (ADDI et al., 2023).

A fabricacdo de aparelhos ortodonticos, a partir de polimeros termoplasticos, vem sendo
amplamente realizada, devido as suas propriedades fisicas, quimicas e Opticas, como, alta
elasticidade, formabilidade, biocompatibilidade e transparéncia (CONDO et al., 2021), e ainda,
devido aos avangos na tecnologia do material e na simulagdo da movimentagdo dentaria assistida
por computador em 3D (ADDI et al., 2023; SHRIVASTAVA et al., 2023).

Os AOs oferecem algumas vantagens em relagdo ao aparelho fixo, como menor desconforto
e maior estética (MEME et al., 2021; ADDI et al., 2023). Dessa forma, para pacientes mais
exigentes em estética, os AOs tém se mostrado uma boa alternativa aos aparelhos fixos (KASSAM
e STOOPS, 2020).

Os AOs podem ser mais simples estruturalmente quando comparados aos aparelhos fixos
(NORMANDO et al.,, 2011), mas tém limitagdes como: dificuldade no controle e previsibilidade
de alguns movimentos dentarios (PAPAGEORGIOU et al., 2020; KASSAM e STOOPS, 2020;
ALWAFI et al., 2023); uso por 20 a 22h por dia, o que inviabiliza o contato direto da saliva com
os dentes (AL-NADAWI et al, 2021); frequente necessidade de refinamentos, o que aumenta o
tempo de uso dos aparelhos (DOOMEN et al., 2018); e diferentes protocolos de intervalos de
trocas, como de 7, 10 ou 14 dias (TANAKA et al., 2021).
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2.2 ALINHADORES ORTODONTICOS, BIOFILME E DOENCAS

O biofilme dentdrio ¢ uma estrutura complexa, formada especialmente por bactérias e
polimeros extracelulares, que se ligam as superficies dos dentes e/ou ao epitélio gengival. A
presenga do biofilme estd associada ao desenvolvimento de cérie, gengivite e periodontite
(MARSH e BRADSHAW, 1995; COSTERTON et al., 1999).

As espécies bacterianas do género Steptococcus sao os primeiros colonizadores do biofilme
dentario, e sdo consideradas anaerdbios facultativos (BOWEN et al., 2018). A medida que o
biofilme se torna maduro, a concentra¢do de oxigénio diminui e bactérias anaerobicas tornam-se
dominantes (SBORDONE e BORTOLAIA, 2003). O biofime dentario maduro pode levar ao
desenvolvimento de doengas periodontais, que estdo associadas a destruicdo dos tecidos, como
gengiva, ligamento periodontal e osso alveolar (MOMBELLI, 2018). Dentre as doengas
periodontais, ha a gengivite e a periodontite (DI STEFANO et al., 2022).

A gengivite ¢ caracterizada pela presenca de inflamacao e sangramento gengival, sem perda
de suporte, enquanto que a periodontite ¢ caracterizada pela inflamagdo e sangramento gengival,
associados a reabsor¢do do osso alveolar, presenca de bolsas periodontais maiores que 3mm e
mobilidade dentaria (DI STEFANO et al, 2022). As espécies bacterianas Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Treponema
denticola e Tannerella forsythia desempenham papeis importantes nas doencas periodontais
(PLACHOKOVA et al., 2021).

Nao s6 as superficies dos dentes sdo locais de adesdo ideais para a formagao do biofilme,
mas também as superficies de aparelhos ortodonticos (LOW et al., 2011). A morfologia e as
caracteristicas do material dos AOs favorecem a formagao de biofilme (LOW et al.,, 2011), ¢ isto,
pode iniciar uma cascata de eventos que conduzem as doengas - cérie e doengas periodontais
(IRELAND et al., 2014).

Low et al. (2011) verificaram que a estrutura dos AOs apresenta irregularidades que
favorecem a adesdo e o crescimento bacteriano. Gracco et al. (2009) identificaram que, apds 14
dias de uso dos AOs, havia microfissuras na estrutura dos mesmos, que ndo so6 favoreceram a
adesdo e o crescimento bacteriano, mas também a deposi¢do localizada de biofilme. Schuster et al.

(2004) avaliaram AOs ja utilizados, e também descreveram a presenca localizada de biofilme.
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Teughels et al. (2006) e Low et al. (2011) mostraram biofilmes bacterianos no interior de
AOs mesmo quando higienizados, sendo os mesmos, semelhantes aqueles observados em outros
aparelhos, com uma colonizagao inicial por espécies de cocos e bastonetes (LOW et al., 2011).
Ainda, o estudo de Tiirkoz et al. (2012) mostrou maturacao do biofilme no interior dos AOs.

Sabe-se que os AOs envolvem todos os dentes, e assim, inibem a acdo da saliva, no
tamponamento, na limpeza e na remineralizagcdo dos dentes (LOMBARDO et al., 2017). Batoni et
al. (2001) exaltaram que os AOs dificultam a manuten¢do da higiene bucal e impedem a remocao
do biofilme, ja que cobrem todas as superficies dos dentes e impedem o efeito da saliva. Chhibber
et al. (2018) acreditam que ndo so6 a falta de limpeza mecanica pela saliva tem potencial para um
maior acimulo de biofilme, mas também devido as margens dos AOs ndo serem perfeitamente
lisas.

Tanto aparelhos ortoddnticos fixos quanto removiveis influenciam na microbiota bucal,
destacando-se a alteragdo na quantidade de Streptococcus mutans e Lactobacillos spp
(MUMMOLO et al., 2020). Um aumento significativo de S. mutans e Lactobacillus spp nas
superficies dentarias de pacientes que faziam uso de AOs foi observado, enquanto que os niveis na
saliva niio apresentaram alteragdes significativas (TURKOZ et al., 2012). Um estudo observou que
o biofilme de individuos que utilizaram AQOs continha uma comunidade bacteriana menos
diversificada e com niveis mais elevados de Streptococcus e Granulicatella quando comparados

aos aparelhos fixos (SHOKEEN et al., 2022).

2.3 LESOES DE CARIE E O USO DE ALINHADORES X APARELHOS FIXOS

Mesmo que os AOs confiram maior facilidade para a pratica de higienizagao bucal, quando
comparados aos aparelhos fixos (KARKHANECHI et al., 2013; LU et al., 2018; SAHU et al.,
2022; PARTOUCHE et al., 2022), hé dificuldade na agdo realizada pela saliva sobre os dentes que
estdo completamente envolvidos pelo alinhador, assim, ha a formacdo de biofilme dentario e
consequente risco de desenvolvimento de carie e doengas periodontais (MIETHKE e VOGT, 2005;
TURKOZ et al., 2012).

Buschang et al. (2018) por meio de um estudo de coorte retrospectivo, evidenciaram que
embora os AOs possam causar lesdes de mancha branca, apresentam menor risco de

desenvolvimento de cérie quando comparados aos aparelhos fixos. Da mesma forma, Azeem e
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Hamid (2017) descreveram menor incidéncia de manchas brancas em individuos que utilizaram
AOs quando comparados aos fixos, e consequentemente menor risco de desenvolvimento de carie.
Um estudo retrospectivo realizado em individuos que fizeram uso de AOs identificaram uma
prevaléncia de manchas brancas de 35,5% da amostra (LIU e SONG, 2024).

Um estudo clinico randomizado mostrou que tanto o aparelho fixo quanto os AOs podem
levar ao desenvolvimento de manchas brancas (aparelho fixo: 8,25 lesdes/paciente e AOs: 6,21
lesdes/paciente), porém os fixos apresentaram maior acimulo de biofilme e perda mineral,
enquanto que os AOs apresentaram areas mais extensas de manchas brancas (ALBHAISI et al.,
2020). O estudo clinico randomizado controlado de Alshatti (2017) ndo identificou diferenca na
incidéncia de manchas brancas entre individuos que utilizaram fixos e AOs.

Revisdes sistematicas identificaram que houve maior risco de desenvolvimento de manchas
brancas em individuos que fizeram uso de aparelhos fixos quando comparados aos AOs, porém
ndo hé evidéncia cientifica de que os AOs sejam superiores em termos de saude dentaria (ABAY
et al., 2022; SINGH et al., 2023; SWARNAKAR et al., 2024; LUCCHESE et al., 2025). Ainda,
estes estudos indicaram que independentemente do tipo de aparelho, a pratica de educacdo em
higiene bucal realizada pelo profissional ¢ essencial.

Além disso, duas meta-analises (LLERA-ROMERO et al., 2023; RAGHAVAN et al.,
2023) indicaram alta heterogeneidade metodoldgica e clinica, riscos de vieses e nimero limitado
de estudos disponiveis na literatura que tenham comparado o desenvolvimento de manchas brancas
entre os AOs e aparelhos fixos. Estas meta-analises corroboraram com as revisdes sistematicas
(ABAY et al., 2022; SINGH et al., 2023; SWARNAKAR et al., 2024; LUCCHESE et al., 2025),
apontando o desenvolvimento de manchas brancas tanto com o uso de AOs quanto fixos, porém

com maior risco associado ao uso de fixos.

2.4 INDICES PERIODONTAIS E O USO DE ALINHADORES X APARELHOS FIXOS

Um estudo transversal (SAHU et al., 2022) avaliou indices periodontais em individuos que
fizeram uso de diferentes aparelhos, sendo: edgewise, autoligado, cerdmico e AOs. Este ultimo
grupo apresentou melhores condi¢des periodontais, quando comparado aos outros grupos.

Estudos prospectivos mostraram melhores parametros periodontais, a partir da avaliagdo de

indices, em individuos que fizeram uso de AOs quando comparados aos que trataram com
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aparelhos fixos (MIETHKE e VOGT, 2005; KARKHANECHI et al., 2013, LEVRINI et al., 2013).
Em contrapartida, Madariaga et al. (2020), mostraram ndo haver diferenca dos parametros
periodontais avaliados entre os dois tipos de aparelhos.

Abbate et al. (2015) identificaram melhores valores dos indices periodontais nos individuos
que usaram AOs quando comparados aos que usaram aparelhos fixos. Um outro estudo controlado
e randomizado (CHHIBBER et al, 2018), ndo encontrou diferenca significativa na saude
periodontal entre individuos tratados com AOs, braquetes autoligados e braquetes edgewise apos
18 meses de tratamento ortoddntico. Este estudo identificou diferenca significativa somente a curto
prazo (apds 9 meses de tratamento), no qual os pacientes que utilizaram os AOs apresentaram
menores valores nos indices de sangramento gengival e de papila quando comparados aos
individuos que utilizaram aparelhos fixos.

Quatro revisoes sistematicas (ROSSINI er al., 2015; JIANG et al., 2018; LU et al., 2018;
WU et al., 2020) mostraram melhores valores para indices periodontais avaliados em individuos
com AOs em comparacdo aos que utilizaram aparelhos fixos, porém criticaram a quantidade e
qualidade dos estudos descritos na literatura. Estas revisdes sistematicas concluiram que nao ha
evidéncia cientifica da superioridade dos AOs quando comparados aos fixos em relacdo a saide
periodontal. Além disso, os estudos primarios avaliados aplicaram indices em diferentes dentes e
avaliaram individuos com diferentes maloclusdes, sendo, em sua maioria, estudos de coorte
prospectivo e ndo clinicos randomizados controlados. Da mesma forma, Oikonomou et al. (2021),
Crego-Ruiz e Jorba-Garcia (2023), EINaghy et al. (2023) e Llera-Romero et al. (2023) realizaram
meta-analises e mostraram que as evidéncias disponiveis ndo sdo suficientes para indicar a
superioridade dos AOs na saude periodontal em comparagao aos aparelhos fixos. Di Spirito et al.
(2023) realizaram uma revisao de revisdes sistemdticas e concluiram que embora 0os AOs tenham
causado menor acometimento periodontal quando comparados aos aparelhos fixos, os valores

encontrados ndo foram significativos para a pratica clinica.

2.5 CONTROLE MICROBIANO DURANTE O USO DE ALINHADORES ORTODONTICOS

Ha na literatura algumas estratégias para o controle microbiano durante o uso de AOs. O

estudo de Shpack et al. (2014) constatou inibicdo do crescimento bacteriano em AQOs imergidos

em enxaguatorio bucal com clorexidina 0,12% e em solugdo vibratoria com “Cleaning-Crystals”
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(Invisalign®), sendo identificada uma redugdo do biofilme de 16% e 50%, respectivamente.

Em contrapartida, um estudo (JAGANNATHAN et al., 2020) também constatou inibi¢ao
do crescimento bacteriano em AOs imergidos em clorexidina 0,2% e em extratos de Azadirachta
indica (neem), Acacia catechu (katha) e Cinnamomum burmannii (canela). Porém, a zona de
inibi¢do microbiana mais elevada foi a da clorexidina (15,85mm), seguida pelos extratos de neem
(14,95mm), katha (13,85mm) ¢ canela (8,55mm). Bonafé ef al. (2023) também encontraram a
eficdcia de cinco agentes quimicos na inibi¢do do biofilme, especificamente de Candida albicans
e S. mutans, em AQOs imergidos em clorexidina 2%, NaCLO 0,5%, NaCLO 1%, peroxido alcalino
(Corega Tabs®) e acido fosforico (Ortoform Professional Gel®), sendo que a clorexidina
apresentou a maior inibi¢ao.

Ismah et al. (2019) avaliaram a agdo de diferentes agentes antimicrobianos, e demonstraram
que a clorexidina 0,1% e o Polident® mostraram efeitos semelhantes. Kiatwarawut et al. (2022a)
corroboram com este achado, visto que avaliaram diferentes agentes antimicrobianos (clorexidina
0,12%, acido acético, Polident Denture Cleanser® e Polident Pro Guard & Retainer®) contra S.
mutans presentes em AOs, e constataram que todos foram eficazes, porém com destaque para a
clorexidina 0,12% e o Polident Pro Guard & Retainer®. Ainda, um estudo constatou acdo contra
S. mutans em AOs por NaCLO 0.5%, detergente neutro, clorexidina 0.12% e tablets efervescentes
Corega Tabs® (SILVA et al., 2025).

Embora o estudo de Alweneen e Algahtani (2025) ndo tenha avaliado diretamente o efeito
antimicrobiano, e sim a presenga de biofilme sobre os AOs, constatou que Cristais Invisalign® e
tabletes Fittydent® proprorcionaram os melhores resultados.

Duas revisdes sistematicas (CHARAVET et al., 2022; KIATWARAWUT et al., 2022b)
demonstraram que ndo ha um agente antimicrobiano considerado padrdo-ouro para ser utilizado
com AOs, e destacaram a clorexidina e os tabletes efervescentes comerciais como igualmente
eficazes na desinfec¢do. Ainda, relataram que protocolos combinados (agdo mecanica - escovacao
+ a¢do quimica) sdo os mais eficazes para o controle de biofilme. Por fim, sugeriram o

desenvolvimento de ensaios clinicos randomizados com avalia¢des a longo prazo.
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2.6 CONTROLE MICROBIANO DURANTE O USO DE ALINHADORES ORTODONTICOS
— BIOMATERIAIS

Considera-se um biomaterial, substincias naturais ou sintéticas que podem ser utilizadas
em ambientes bioldgicos de forma segura e fisiologicamente aceitavel (FAKHRI et al., 2020). Um
dos objetivos da utilizagdo de um biomaterial ¢ melhorar a satide através do reestabelecimento de
um tecido do corpo humano (PARK e LAKES, 2007).

O éxito do uso de um biomaterial, depende: da biocompatibilidade, do estado de saude do
paciente e das condigdes de implantagdo do mesmo (PARK e LAKES, 2007). Estes podem ser
exemplificados, respectivamente: pelo grau de inflamagao, pelo tempo de recuperagdo e, por fim,
pelo tempo de vida Gtil do mesmo (OREFICE et al., 2006).

Alguns estudos in vitro revestiram AOQOs com diferentes biomateriais em forma de
nanoparticulas antimicrobianas. O estudo de Xie et al. (2020) mostrou que AOs recobertos com
nanoparticulas de ouro modificados com amoénia quaterndria apresentaram uma redugdo
significativa na aderéncia e formagao de biofilme de S. mutans em comparagdo com aparelhos
fixos. Zhang et al. (2020) também recobriram AOS com nanoparticulas de ouro, mas modificadas
com amina, e verificaram reducao na formagao de biofilme, mais especificamente de P. gingivalis,
quando comparados aos aparelhos fixos.

Worreth et al. (2022) revestiram AOs com cinamaldeido, e este biomaterial apresentou
propriedade antimicrobiana contra Staphylococcus epidermidis, S. mutans e Streptococcus mitis,
sendo capaz de reduzir o crescimento microbiano e a formagdo de biofilme. Um outro estudo
(ANITA et al., 2023) revestiu AOs com nanoparticulas de 6xido de zinco, e mostraram capacidade
de suprimir o crescimento bacteriano e a formagdo de biofilme de S. mutans e C. albicans na
superficie interna dos AOs. Ainda, o estudo de Vas et al. (2023) revestiu AOs com 6-gingerol e
quitosana e constatou a atividade antibacteriana contra S. mutans.

Entre os biomateriais utilizados na Odontologia para o controle microbiano, pode-se

destacar a quitosana (QT).
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2.7 QUITOSANA

Sabe-se que a QT advém da quitina, que ¢ um polissacarideo presente nas carapacas de
crustaceos, como camardes, caranguejos, lagostas e siris (NGAH, KAMARI e KOAY, 2004;
LANG et al., 2020; RASHKI et al., 2021), no exoesqueleto de artropodes, como formigas e
besouros (BRITO et al., 2009), e na parede celular de fungos (WAN et al., 2003), como em alguns
cogumelos (VINSOVA e VAVRIKOVA, 2008).

A QT ¢ obtida através da desacetilacdo da quitina em solugdo alcalina. Esta desacetilagdo ¢
caracterizada pela quebra de grupos acetila, que resulta em um polimero formado por glicosamina
e acetilglicosamina (SILVA et al., 2004) (figura 1). A quantidade de grupos amina livres na QT a
conferem solubilidade, permitindo que a mesma ganhe protons em ambientes acidos (KUMIRSKA
etal., 2010).

Figura 1 - Estrutura molecular da quitina e quitosana.
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Fonte: Goy et al. (2009).

A QT ¢ um polimero catidnico, ou seja, possui cargas positivas em sua estrutura. Isso
permite a sua unido com outros polimeros com cargas negativas, sejam eles naturais ou sintéticos.
Esta unido ¢ capaz de criar novas estruturas (EL-HACK et al., 2020; FAKHRI ef al., 2020).

A QT tem caracteristicas como biocompatibilidade, baixa toxicidade e a¢do antimicrobiana
(LANG et al, 2020). Bactérias Gram-positivas, como S. mutans e Streptococcus sanguinis
(ALTIASGHARI et al, 2016; HUSAIN et al, 2017), e Gram-negativas, como A.
actinomycetemcomitans e P. gingivalis (IKINCI et al., 2002), e fungos, como a C. albicans (GOY
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et al., 2009; RAMACHANDRAN et al., 2022) sdo sensiveis a QT. Sua agdo antimicrobiana se
deve a sua natureza cationica e a habilidade de interagir com a superficie da membrana celular de
microrganismos ou com componentes anidnicos de suas paredes, como lipopolissacarideos e
proteinas (PRASHANTH e THARANATHAN, 2007).

Sabe-se que o pH desempenha um papel essencial na agdo antimicrobiana da QT, sendo
necessario um meio acido (pH<6,5) para garantir sua agdo ideal (FAKHRI et al., 2020). Por outro
lado, um pH acima de 6,5 torna-a insoluvel, fazendo com que a QT perca sua atividade
antimicrobiana (LANG et al., 2020).

A QT ¢ um biomaterial que pode ser utilizado de diversas formas, como na forma de:
granulado, filme e hidrogel. Ainda, pode ser aplicado por diversas vias, como a oral (GARCIA et
al., 2008).

Estudos mostraram a incorporacdo de QT em produtos odontoldgicos, como dentifricios
fluoretados (AZEVEDO et al., 2007; GANSS et al., 2012; SCHLUETER et al,, 2013; RESENDE
et al, 2019) e enxaguantes bucais (COSTA et al, 2014). Além disso, ha estudos que
desenvolveram e avaliaram a QT sendo utilizada na forma de gel para terapia local de doenca
periodontal (IKINCI et al., 2002; AKINCIBAY et al., 2007; KACHHADIYA et al., 2022) e para
prevengio de desmineralizagdo dentaria (PELA et al., 2022; PINI et al., 2022; YAMAKAMI et al.,
2022).

Ainda, ha estudos com a incorporacdo de QT a materiais odontologicos, como em
medicagdo intracanal (SAVITHA et al, 2019) e em vernizes para selar superficies dentarias
(WASSEL e KHATTAB, 2017; POORNIMA et al., 2021). Alguns estudos incorporaram a QT a
materiais ortodonticos, como em primer ortodontico (NADER et al., 2020), em adesivo ortoddntico
(MIRHASHEMI et al., 2021), em resina composta ortodontica (PUTRI et al., 2021) e em resina
acrilica para fabricagdo de contenc¢do ortodontica (SHAHABI et al., 2021).

Entre as diversas aplicacdes da QT na area da saude, pode-se citar, em: produto
dermatologico (AZEVEDO et al., 2007); matriz para liberacio de farmaco (BERNKOP-
SCHNURCH e DUNNHAUPT, 2012); purificagdo de proteina (TORRES et al., 2005); membrana
periodontal (LARANJEIRA ¢ FAVERE, 2009); contengdo de crescimento de tecido conjuntivo
(SILVA et al., 2004); hidrogel (BERGER et al., 2004).
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2.8 OLEO ESSENCIAL DE MELALEUCA ALTERNIFOLIA

Os o6leos essenciais (OEs) tém esta nomenclatura por possuirem a “esséncia”, ou seja, o
aroma das plantas das quais sdo extraidos (VALENTIM e SOARES, 2017). Sao liquidos volateis
obtidos principalmente por destilagdo a vapor (OUSSALAH et al., 2007; SANTOS et al., 2019).

Os OEs tém aplicacdo em diversos segmentos industriais, como na perfumaria e
aromaterapia, e em produtos farmacéuticos, isso devido aos seus diversos beneficios (BURT et al.,
2004). Entre estes, pode-se citar propriedades, como: a¢do antibacteriana, antifungica, antivirais,
analgésicas, anti-inflamatorias e antioxidantes (COSTA et al., 2015). A atividade antimicrobiana
provém principalmente de terpenos e polifendis, como o eugenol, cinamaldeido, carvacrol e timol
(DORMAN e DEANS, 2000; BURT et al., 2004; SANTOS et al., 2019).

O oleo essencial de Melaleuca alternifolia (OEM) ¢ obtido por destilagdo por arraste a
vapor de folhas e cascas da planta desta espécie, originaria da Australia. Estruturalmente, o OEM
¢ composto por diversos terpenos e polifendis (YASIN, 2021), entre eles, ha o Terpinen-4-ol e o
1,8-Cineol, principais componentes do 6leo (DA SILVA, 2020; HAMMER, 2015; TAALAB et
al., 2021; YASIN, 2021). Enquanto o Terpinen-4-ol possui agdo anti-inflamatéria e
antimicrobiana, o 1,8-Cineol tem apenas a¢do anti-inflamatoéria (TAALAB et al., 2021). Além da
atividade anti-inflamatéria e antimicrobiana, o OEM apresenta acao antioxidante, a qual promove
o sequestro de radicais livres e inibi a peroxidagdo lipidica (CARSON et al., 2006; OLIVEIRA,
2011; CHANDRDAS, 2014; HAMMER, 2015; DA SILVA, 2020; YASIN, 2021).

Quando o OEM ¢ condensado, o mesmo ¢ separado do destilado aquoso, € o seu rendimento
varia de 1 a 2% do peso do material vegetal umido (CARSON et al., 2006). Depois da obtencao
do 6leo, 0 mesmo deve ser armazenado adequadamente em local fresco, seco e escuro, ja que o
calor, a exposicao ao ar, luz e/ ou umidade podem degradar os seus constituintes (YASIN, 2021).
Ainda, o OEM tem odor forte, baixa solubilidade e toxicidade se usado em altas concentragdes
(YASIN et al., 2021).

Essencialmente, o mecanismo de acdo do OEM contra microrganismos ¢ caracterizado pelo
rompimento da membrana celular com consequente extravasamento do material intracelular
(CARSON et al., 2006). A acdo antimicrobiana do OEM ja foi demonstrada para diversos
microrganismos, como Actinomyces spp, Escherichia coli, F. nucleatum, Lactobacillus spp,

Porphyromonas spp, Prevotella spp, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
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spp, Streptococcus pyogenes, Veillonella spp e C. albicans (CARSON et al., 2006; OLIVEIRA et
al., 2011).

Filoche et al. (2005) avaliaram a acdo de um enxaguante bucal com OEM sobre o
crescimento do biofilme supragengival, e constataram a¢ao antimicrobiana, especialmente, quando
associado a clorexidina. Enquanto que Ripari ef al. (2020) demonstraram reducdo do indice de
placa e de sangramento tanto com o uso de enxaguante de OEM quanto com enxaguante de
clorexidina, porém este tltimo causando manchamento de dentes e alteragdo de paladar. Oktanauli
et al. (2025) mostraram a¢ao alcalinizante por meio da avaliagdo do pH salivar em individuos que
utilizaram enxaguante bucal contendo OEM.

Um estudo in vitro demonstrou eficacia de um gel de OEM sobre S. mutans, e sugeriu o
desenvolvimento de géis de OEM associados a outros agentes, para que se possa potencializar os
efeitos antimicrobianos dos mesmos (SHAHIDULLA et al., 2024).

Soukoulis e Hirsch (2004) avaliaram o efeito de um gel de OEM no desenvolvimento de
biofilme e gengivite pré-existente, e constaram acdo anti-inflamatoria através da reducdo dos
indices de placa e de sangramento. Este achado se assemelha aos resultados do estudo de
Santamaria Jr ef al. (2014), em que individuos que faziam uso de aparelho fixo, utilizaram gel de
OEM e apresentaram redu¢do do indice de placa e na contagem de S. mutans na saliva, quando
comparados aos individuos que utilizaram Colgate Total®.

Elgendy et al. (2013) desenvolveram um gel de OEM e avaliaram o seu efeito sobre o tecido
subgengival de pacientes que apresentavam periodontite, reduzindo a inflamagao e propiciando a
cicatrizagdo do tecido periodontal. Um estudo clinico mais recente (TAALAB et al., 2021) também

mostrou a efetividade de um gel contendo OEM no tratamento local de periodontite.

2.9 HIDROGEL

Um hidrogel ¢ caracterizado por ser um sistema constituido de um ou mais polimeros e
agua, que juntos, formam uma rede tridimensional de cadeias (BORTOLIN ef al., 2012). Pode ser
classificado como fisico ou quimico, de acordo com as intera¢des da sua estrutura. O hidrogel fisico
¢ aquele que tem as cadeias de polimeros unidas por interagdes ndo-covalentes (como eletrostaticas
e hidrofobicas), e estas podem ser desfeitas devido a alguma alteragdo no pH e/ ou temperatura. Ja

o hidrogel quimico, tem as cadeias de polimeros unidas por interagdes covalentes, e estas



23

dificilmente sdo desfeitas por alteracdo no pH e/ ou temperatura, mas podem ser desfeitas por
reacdes quimicas ou sob estresse mecanico (ROSIAK e YOSHII, 1999). Assim, dependendo da
estrutura do hidrogel, o mesmo pode responder a estimulos, como a forca i6nica (YANG ef al.,
2007), ao pH (TURAN et al.,, 2007) e a temperatura (DOGU et al., 2006).

Para que um hidrogel possa absorver um grande volume de agua, ¢ necessdrio que os
polimeros presentes na estrutura sejam hidrofilicos. O hidrogel pode ser biocompativel, tem
propriedades mecanicas modificaveis e boa elasticidade. Essas caracteristicas o tornam um bom
material para ser aplicado na area da satde. Ainda, pode fornecer uma barreira a penetragdo
bacteriana, enquanto permite a difusdo de pequenas moléculas para o meio (ROSIAK e YOSHII,
1999; TOHAMY, 2018).

Na preparag¢ao de um hidrogel, comumente se utiliza a hidroxietilcelulose. Este polimero ¢
um agente espessante (SCHUELLER e ROMANOWSKI, 2002) e apresenta caracteristicas, como
baixa toxicidade e custo, biodegradabilidade, biocompatibilidade e propriedades ndo idnicas

(TOHAMY, 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e avaliar uma formulacdo de gel de quitosana contendo 6leo essencial de
Melaleuca alternifolia para ser associada a alinhadores ortodonticos, a fim de prevenir a formagao

de biofilme dentario e o desenvolvimento de carie e doengas periodontais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Desenvolver um gel de quitosana contendo 6leo essencial de Melaleuca alternifolia,

- Avaliar o gel de quitosana contendo 6leo essencial de Melaleuca alternifolia, segundo os
parametros organolépticos e fisico-quimicos;

- Avaliar a estabilidade do gel de quitosana contendo 6leo essencial de Melaleuca alternifolia sob
diferentes condi¢des de armazenamento;

- Avaliar a estabilidade do gel de quitosana contendo 6leo essencial de Melaleuca alternifolia por
meio da determinac¢ao do pH;

- Avaliar o gel de quitosana contendo 6leo essencial de Melaleuca alternifolia por meio da anélise
da viscosidade;

- Avaliar as interacdes moleculares entre os componentes do gel de quitosana contendo 6leo
essencial de Melaleuca alternifolia;

- Determinar a atividade antimicrobiana do gel de quitosana contendo 6leo essencial de Melaleuca
alternifolia;

- Avaliar a citotoxicidade do gel de quitosana contendo 6leo essencial de Melaleuca alternifolia.
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4 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi dividido em duas etapas. A primeira etapa referiu-se ao desenvolvimento de
uma formulagdo de gel de quitosana contendo 6leo essencial de Melaleuca alternifolia, seguida
pela etapa de caracterizacdo organoléptica e fisico-quimica da mesma, além da avaliagdo da
atividade antimicrobiana e da viabilidade celular.

Para fins de comparagdo, produziu-se uma formulagdo de gel de quitosana contendo 6leo
de semente Helianthus annuus € uma formulagdo de gel controle de hidroxietilcelulose contendo

oleo de semente Helianthus annuus.

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Materiais componentes das formulac¢ées de géis

1. Agua purificada (Merck Millipore, Sdo Paulo, Brasil);

2. Acido malico (Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil);

3. Bicarbonato (Farmax, Divinépolis, Minas Gerais, Brasil);

4. Glicerina (Vetec Quimica Fina, Duque de Caxias, Rio de Janeiro, Brasil);

5. Hidroxietilcelulose (Bianquimica, Sao Paulo, Brasil);

6. Lecitina (Farmarte, Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil);

7. Mentol (Medicales, Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil);

8. Oleo essencial de Melaleuca alternifolia (Laszlo, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil; ANEXO
A);

9. Oleo de semente Helianthus annuus - sunflower (Ojas, Sao Paulo, Brasil);

10. Quitosana de baixo peso molecular 50-190kDa e grau de desacetilagdo 75-85% (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA).

4.1.2 Materiais utilizados durante o desenvolvimento das formulacées de géis e avaliacoes

realizadas

1. Agar Brain Heart Infusion (BHI) (Kasvi, Sio José dos Pinhais, Parana, Brasil);
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. Agitador magnético (Vertex Tecnologia em Equipamentos, Sao Paulo, Brasil);

. Barras magnéticas (Prolab, Sao Paulo, Brasil);

. Bastdes de vidro (Prolab, Sao Paulo, Brasil);

. Béqueres de vidro 50mL (Laborglas, Sao Paulo, Brasil);

. Brometo de tetrazolio (M5655-1, Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA);

. Caldo Mueller Hinton (MH) (Kasvi, Sao José dos Pinhais, Parana, Brasil);

. Camara de fluxo laminar vertical (Veco, Biosafe 12, Classe II, Campinas, Brasil);

. Centrifuga (Mega-fuge 16R, Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA);

. Dimetilsulfoxido (DMSO - Exodo Cientifica, Sumaré, Brasil);

. Espalhador de células 25c¢m (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Parand, Brasil);

. Espectrofotdmetro (Multiskan EX, Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA);
. Espectrometro (FT-Raman Bruker-RFS-100, Billerica, Massachusetts, EUA);
. Estufa incubadora (Thermo Electron Corporation, Hepa Class 100, EUA);

. Garrafas para cultura 75cm? (Nest, Wuxi, China);

. Gel de clorexidina 0,2% (Peroxidin®, Nova Derme, Sao Paulo, Brasil);

. Gel de clorexidina 2% (Magquira Industria Odontolégica, Maringd, Parana, Brasil);

. Isopropananol acido (Exodo Cientifica, Sumaré, Brasil);

. Meio RPMI 1640 (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA);

. Micro-ondas (Consul, Joinville, Santa Catarina, Brasil);

. pHmetro portatil (mPA-210, Tecnopon, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil);

. Placa de 96 pogos (Prolab, Sdo Paulo, Brasil);

. Placas de Petri 90x15mm (Olen Biotech, Xangai, China);

. Refrigerador (Consul, Joinville, Santa Catarina, Brasil);

. Reometro (Viscotestes iQ Air Rheometer, Thermo Fischer, EUA);

. Seringas de insulina 1mL (Descarpack, Sao José dos Pinhais, Parand, Brasil);
. Soro Bovino Fetal (SBF - Cultilab, Sao Paulo, Brasil);

. Solucdo de Penicilina e Estreptomicina (Nova Biotecnologia, Londrina, Brasil);

. Tubo de centrifugacao estéril 50mL (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Parana, Brasil).

26
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4.1.3 Microrganismos utilizados na avaliacdo da atividade antimicrobiana das formulacoes

de géis

1. Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 29522;
2. Candida albicans INCQS 40175;

3. Streptococcus sanguinis ATCC 10556;

4. Streptococcus sobrinus ATCC 27351.

4.1.4 Células utilizadas na avaliacio da citotoxicidade dos géis

1. Macrofagos murinos J774A.1 (ATCC®CCL-1NCTC).

4.2 METODOS

4.2.1 Desenvolvimento das formulac¢des de géis

As formulagdes de géis, sendo, gel de quitosana contendo 6leo essencial de Melaleuca
alternifolia (GQT+OEM), gel de quitosana contendo 6leo de semente Helianthus annuus (GQT) e
gel controle de hidroxietilcelulose contendo 6leo de semente Helianthus annuus (GC), foram
desenvolvidas no Centro de Estudos em Microbiologia da Universidade Federal de Juiz de Fora,

Minas Gerais, Brasil.

4.2.1.1 Gel de quitosana contendo dleo essencial de Melaleuca alternifolia

Para o desenvolvimento de 20g do gel de quitosana contendo 6leo essencial de Melaleuca
alternifolia (GQT+OEM), foram utilizados os componentes e quantidades descritos no quadro 1,
e seguiu-se o protocolo: em temperatura ambiente, em um béquer de vidro, sob agitacdo constante
em agitador magnético (500rpm), adicionou-se a solucdo de 4cido madlico a 1% previamente
preparada. Em um outro recipiente, solubilizou-se o mentol em glicerina por 5s em temperatura de
30°C em micro-ondas com poténcia de 900W, e depois acrescentou-se a lecitina, 6leo essencial de

Melaleuca alternifolia e 4gua purificada. Este conteudo foi homogeneizado e vertido para o béquer
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contendo a solu¢do acida. Adicionou-se agua purificada ao contetido. Posteriormente, adicionou-
se a quitosana a 1% e mais dgua purificada. Esperou-se por Smin até a total homogeneizacao da
quitosana. Depois, adicionou-se lentamente a hidroxietilcelulose a 1% e dgua purificada, e esperou-
se por 10min até a sua homogeneizacdo. Por fim, o bicarbonato de sddio ja solubilizado em agua

purificada também foi adicionado.

Quadro 1 - Materiais necessarios para a formulagdo de 20g de gel de quitosana contendo
0leo essencial de Melaleuca alternifolia.

Componente Quantidade
Glicerina 1,000¢g
Hidroxietilcelulose 0,300¢g
Bicarbonato de sodio 0,050g
Acido mélico 0,200¢g
Quitosana 0,200¢g
Mentol 0,050g
Lecitina 0,020¢g
Oleo essencial de Melaleuca alternifolia 0,004¢g
Agua purificada Qsp

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

4.2.1.2 Gel de quitosana contendo 6leo de semente Helianthus annuus

Para o desenvolvimento de 20g do gel de quitosana contendo 6leo de semente Helianthus
annuus (GQT), foram utilizados os componentes e quantidades descritos no quadro 2, e seguiu-se
o protocolo: em temperatura ambiente, em um béquer de vidro, sob agita¢cdo constante em agitador
magnético (500rpm), adicionou-se a soluc¢ao de acido malico a 1% previamente preparada. Em um
outro recipiente, solubilizou-se o mentol em glicerina por 5s em temperatura de 30°C em micro-
ondas com poténcia de 900W, e depois acrescentou-se a lecitina, 6leo de semente Helianthus
annuus e adgua purificada. Este contetido foi homogeneizado e vertido para o béquer contendo a
solugdo acida. Adicionou-se dgua purificada ao conteudo. Posteriormente, adicionou-se a quitosana
a 1% e mais agua purificada. Esperou-se por Smin até a total homogeneizagao da quitosana. Depois,
adicionou-se lentamente a hidroxietilcelulose a 1% e agua purificada, e esperou-se por 10min até
a sua homogeneizagao. Por fim, o bicarbonato de sodio ja solubilizado em 4gua purificada também

foi adicionado.
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Quadro 2 - Materiais necessarios para a formulagdo de 20g de gel de quitosana contendo 6leo de
semente Helianthus annuus.

Componente Quantidade
Glicerina 1,000¢g
Hidroxietilcelulose 0,300¢g
Bicarbonato de sodio 0,050g
Acido mélico 0,200¢g
Quitosana 0,200¢g
Mentol 0,050g
Lecitina 0,020¢g
Oleo de semente Helianthus annuus 0,004¢g
Agua purificada Qsp

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

4.2.1.3 Gel controle de hidroxietilcelulose contendo 6leo de semente Helianthus annuus

Para o desenvolvimento de 20g do gel controle de hidroxietilcelulose contendo 6leo de
semente Helianthus annuus (GC), foram utilizados os componentes e quantidades descritos no
quadro 3, e seguiu-se o protocolo: em temperatura ambiente, em um béquer de vidro, sob agitacao
constante em agitador magnético (500rpm), adicionou-se a solucdo de acido malico a 1%. Em um
outro recipiente, solubilizou-se o mentol (utilizado para conferir sabor agradavel e refrescante ao
gel) em glicerina por 5s em temperatura de 30°C em micro-ondas com poténcia de 900W, e depois
acrescentou-se a lecitina (emulsificante usado para homogeneizar o 6leo a fase aquosa do gel), 6leo
de semente Helianthus annuus e agua purificada. Este contetido foi homogeneizado e vertido para
o béquer contendo a solucdo acida. Adicionou-se dgua purificada ao contetido. Posteriormente,
adicionou-se lentamente a hidroxietilcelulose a 1% (utilizada como agente espessante,
contribuindo na viscosidade final do gel) e 4gua purificada, e esperou-se por 10min até toda a sua
solubilizagdo. Por fim, o bicarbonato de sodio ja solubilizado em éagua purificada também foi

adicionado.
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Quadro 3 - Materiais necessarios para a formulagdo de 20g de gel controle de hidroxietilcelulose
contendo 6leo de semente Helianthus annuus.

Componente Quantidade
Glicerina 1,000¢g
Hidroxietilcelulose 0,500¢g
Bicarbonato de s6dio 0,118¢g
Acido maélico 0,200¢g
Mentol 0,050g
Lecitina 0,020¢g
Oleo de semente Helianthus annuus 0,004¢g
Agua purificada Qssp

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

4.2.2 Caracterizacao organoléptica dos géis sob diferentes condi¢des de armazenamento

As avaliagdes das caracteristicas organolépticas (aspecto, cor, odor e sabor) dos géis
(GQT+OEM, GQT e GC) foram realizadas de acordo com o Guia de Estabilidade de Cosméticos
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2004) e com a avaliagdo direta subjetiva
dos géis, no Centro de Estudos em Microbiologia da Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas
Gerais, Brasil.

As caracteristicas organolépticas dos géis foram avaliadas em: Oh, 24h, 7 dias, 15 dias, 30
dias, 60 dias e 90 dias, sob diferentes temperaturas (4, 25 e 37°C), apds a obten¢do dos mesmos, da

seguinte forma:

1) Aspecto: Determinado pela inspecdo visual subjetiva direta dos géis em béqueres separados a
temperatura ambiente e luz natural;
2) Cor: Determinada pela inspecdo visual direta subjetiva dos géis em béqueres separados a
temperatura ambiente e luz natural;
3) Odor: Determinado através da avalicdo direta subjetiva pelo olfato dos géis em béqueres
separados a temperatura ambiente;
4) Sabor: Determinado através da avalicdo direta subjetiva por paladar dos géis em béqueres

separados a temperatura ambiente.
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4.2.2.1 Caracterizagdo organoléptica dos géis sob ciclos com temperaturas alternadas

Os géis (GQT+OEM, GQT e GC) foram submetidos a duas temperaturas distintas (4 e
37°C) em doze ciclos de 24h, e as caracteristicas organolépticas foram avaliadas (aspecto, cor, odor

e sabor).

4.2.3 Caracterizacao fisico-quimica dos géis

4.2.3.1 Determinacdo do pH

As avaliagdes do pH foram realizadas diretamente nos géis presentes em béqueres sob
diferentes temperaturas (4, 25 ¢ 37°C) usando um pHmetro portatil, no Laboratorio Integrado de
Pesquisa da Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil. O pH foi avaliado em: Oh,

24h, 7 dias, 15 dias, 30 dias, 60 dias e 90 dias, ap6s a obtencao dos géis.

4.2.3.2 Avaliagdo da viscosidade

A viscosidade foi avaliada no Laboratério de Processamento Cerdmico da Universidade
Federal do ABC, Campus Santo André, Sao Paulo, Brasil. A viscosidade dos géis GQT+OEM,
GQT e GC, e de dois géis controles comerciais (clorexidina 2% e clorexidna 0,2% - escolhidos por
serem géis comumente utilizados na pratica odontoldgica) foi testada utilizando um redmetro
calibrado. O ensaio foi realizado em um viscosimetro de placas paralelas, com aumento da taxa de
cisalhamento de 0 a 100s! em 30s, manuten¢do da taxa de cisalhamento de 100s™! por 10s e redugdo
da taxa de cisalhamento de 100 a Os™' em 30s. Posteriormente, foi calculada a tixotropia dos géis,
por meio da subtracdo da 4rea sob a curva de viscosidade obtida durante a ascensdo da taxa de
cisalhamento pela 4rea sob a curva de viscosidade obtida durante a redugdo da taxa de

cisalhamento.

4.2.3.3 Avaliacdo da espectroscopia no infravermelho por Transformada de Fourier

Foram avaliados os grupos funcionais e as interagcdes moleculares dos géis (GQT+OEM,
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GQT e GC) e de cada componente dos géis isoladamente, por meio de um espectrdmetro com
modo laser Nd-YAG, 1064nm e poténcia de 400mW.

Para garantir a qualidade e reprodutibilidade dos resultados, foram utilizadas porta-
amostras de inox para as amostras solidas e cubetas de quartzo para as amostras liquidas, com
parametros de aquisicdo padronizados em 512 varreduras e poténcia de 1000mW, o que permitiu
a caracterizacdo entre os espectros Raman dos géis e de cada componente de forma isolada,

possibilitando a comparagdo entre os mesmos.

4.2.4 Avaliacdo microbioldgica

4.2.4.1 Avaliagdo da contaminacao bacteriana por Contagem de Unidades Formadoras de Coldnias

(UFC)

Com o auxilio de seringas de insulina, foram aliquotados 100pL de cada gel (GQT+OEM,
GQT e GC) e semeados com alca de Drigalski em diferentes placas de Petri contendo 4dgar Brain
Heart Infusion (BHI). As placas foram incubadas por 24h em microaerofilia. Foram realizadas 3
réplicas técnicas para cada gel. As UFC foram contabilizadas e calculadas utilizando a seguinte
formula: log UFC/mL = log (20x média de n°® de UFCx10), e os dados foram tabulados. Os géis
desenvolvidos foram submetidos a testes de estabilidade microbioldgica ao longo de trés meses, a
partir do teste de contaminagdo bacteriana realizado nos tempos Oh, 24h, 48h, 7dias, 15 dias, 30

dias, 60 dias e 90 dias. Os géis foram armazenados em trés diferentes temperaturas (4, 25 e 37°C).

4.2.4.2 Avaliagdo da atividade antimicrobiana por Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Para o teste foram utilizadas as linhagens microbianas 4. actinomycetemcomitans, S.
sobrinus, S. sanguinis ¢ C. albicans. A CIM dos géis (GQT+OEM, GQT e GC) foi determinada
pelo método de microdilui¢ao em caldo Mueller Hinton (MH) em placas de 96 pogos, obedecendo
os parametros do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2021). As concentragdes
obtidas pela dilui¢do seriada na placa variaram de 50 a 0,4%. Como controle de atividade
antimicrobiana foi utilizado um gel de clorexidina 0,2%. Os indculos microbianos foram obtidos

por meio de diluicdo em salina, ajustados para a escala Mc Farland 0,5, seguido de dilui¢des
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seriadas, para que a concentragdo na placa fosse de 0,5x10° UFC/pogo para as linhagens bacterianas
e 0,5x10° UFC/pogo para a linhagem fingica. As placas foram incubadas em estufa a 37°C durante
24h em microaerofilia. A CIM foi definida como a menor dilui¢do capaz de inibir o crescimento
microbiano avaliado visualmente. Os géis foram armazenados em trés temperaturas distintas (4, 25
e 37°C) e as avaliagoes realizadas nos momentos Oh, 24h, 48h, 7dias, 15 dias, 30 dias, 60 dias ¢ 90

dias.

4.2.4.3 Avaliagdo do efeito antimicrobiano por Concentragao Microbiocida Minima (CMM)

Verificou-se a CMM dos géis (GQT+OEM, GQT e GC) por meio da transferéncia de
aliquotas de 10pL de cada pogo onde ndo houve crescimento visivel do ensaio de CIM para placas
de Petri contendo BHI, que foram incubadas em estufa por mais 24h a 37°C em microaerofilia,
para determinar se os géis tiveram efeito microbicida ou microbiostatico. O ensaio foi feito em

duplicata considerando as réplicas técnicas.

4.2.5 Avaliacao da citotoxicidade dos géis

Para o ensaio de citotoxicidade dos géis (GQT+OEM, GQT e GC), realizou-se a cultura de
células da linhagem de macréfagos murinos em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro
bovino fetal (SBF) e 1% de solug@o dos antimicrobianos (Penicilina - 100Ul/mL e Estreptomicina
- 100pg/mL) em garrafas de cultura de 75cm?, e mantida em estufa incubadora umidificada a 37°C
com atmosfera de 5% de CO? até atingir 80% de confluéncia. As células foram manuseadas em
ambiente estéril de cdmara de fluxo laminar vertical.

As células foram cuidadosamente suspendidas com o auxilio de espalhador de células
estéril descartdvel. Recolheu-se o meio, contendo as células e transferiu-se para tubo de
centrifugacdo estéril 50mL, procedendo com a centrifugagdo a 1200rpm por 10min.
Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 1ml de meio
RPMI-1640 com 10% SBF e 1% de solu¢ao de antimicrobianos. As suspensdes de células foram
diluidas 100x diretamente em solucao de contagem para a contagem em camara de Neubauer com
o objetivo de iniciar o ensaio de citotoxicidade.

As células em suspensdo foram transferidas para placa de 96 pogos, com densidade celular
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de 2x10* células/pogo e incubadas por 24h em estufa incubadora umidificada a 37°C com atmosfera
de 5% de CO?. Posteriormente, removeu-se o meio e adicionou-se 100uL de meio completo
(RPMI-1640 com 10% de SBF e 1% da solugdo de antimicrobianos) os géis, cuja faixa de
concentragdo testada foi de 1 a 0,0625mg/mL, obtidas por dilui¢do seriada e em quadruplicata, e
realizada duas réplicas biologicas. Os géis foram previamente diluidos em 20uL de
dimetilsulféxido (DMSO). Como controles foram utilizados meio RPMI (controle negativo), meio
RPMI acrescido do solvente (solu¢do de DMSO nas concentragdes de 0,2 a 0,025% (v/v)) nas
mesmas concentragdes utilizadas para a diluicdo dos géis (controle positivo). As placas foram
incubadas por 48h a 37°C com 5% de CO?>. Apo0s este periodo, adicionou-se 10uL de solugdo do
sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-brometo de tetrazélio (MTT) a S5mg/mL, sendo incubada
por 2h a 37°C com 5% de CO?.

Posteriormente, os pogos da placa foram esvaziados e o precipitado de formazan, de cor
purpura, formado pela metabolizagdo do MTT pelas células metabolicamente viadveis, foi
dissolvido em 100uL de isopropananol 4cido. A leitura foi realizada em espectrofotometro a
570nm. O célculo da porcentagem de viabilidade celular para as células tratadas com dilui¢des dos
géis foi feito a partir das médias das respectivas absorbancias, considerando-se o valor médio da

absorbancia do grupo controle negativo como 100% de viabilidade.



35

S RESULTADOS

Este estudo resultou em um pedido de patente, e o seu deposito foi realizado no Instituto
Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE) por intermediacdo do Centro Regional de Inovagdo e
Transferéncia de Tecnologia (CRITT) da Universidade Federal de Juiz de Fora (ANEXO B).

Foram produzidas onze formulagdes de cada gel desenvolvido (33 formulagdes de géis no
total), para a definicdo das quantidades ideais de seus componentes, € posterior desenvolvimento
das formulacdes definitivas.

A caracterizagdo organoléptica dos géis demonstrou que o aspecto se manteve homogéneo
para todos os momentos e temperaturas, exceto para a temperatura de 37°C nos momentos 30, 60
e 90 dias. Em relagdo a cor, os géis GQT+OEM e GQT tenderam a ficar mais amarelados com o
tempo. O odor mentolado e o sabor refrescante ficaram menos pronunciados com o tempo,
especialmente em temperaturas mais altas (25 e 37°C). A temperatura de 4°C foi a mais adequada

para a preservagdo das propriedades organolépticas das formulagdes por até 90 dias (tabela 1).

Tabela 1 - Estabilidade das caracteristicas organolépticas dos géis em diferentes condi¢des de

armazenamento.
Momento Temperatura Gel Aspecto Cor Odor Sabor
GC Homogéneo Ligeiramente Mentolado Refrescante
oh esbranquigado

Ambiente GQT Homogéneo Ligeiramente Mentolado Refrescante

amarelado
GQT+OEM  Homogéneo Ligeiramente Mentolado Refrescante

amarelado

GC: gel controle de hidroxietilcelulose contendo 6leo de semente Helianthus annuus; GQT: gel de quitosana contendo
oleo de semente Helianthus annuus; GQT+OEM: gel de quitosana e 6leo essencial de Melaleuca alternifolia.
Fonte: Elaborada pela autora (2025).
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Tabela 1 continuacio - Estabilidade das caracteristicas organolépticas dos géis em diferentes
condigdes de armazenamento.

Momento Temperatura Gel Aspecto Cor Odor Sabor
GC Homogéneo Ligeiramente Mentolado Refrescante
esbranquigado
4°C GQT Homogéneo Ligeiramente Mentolado Refrescante
amarelado
GQT+OEM  Homogéneo Ligeiramente Mentolado Refrescante
amarelado
GC Homogéneo Ligeiramente Mentolado Refrescante
24h esbranquigado
25°C GQT Homogéneo Ligeiramente Mentolado Refrescante
amarelado
GQT+OEM  Homogéneo Ligeiramente Mentolado Refrescante
amarelado
GC Homogéneo Ligeiramente Mentolado Refrescante
esbranquigado
37°C GQT Homogéneo Tendéncia a Mentolado Refrescante
maior
amarelamento
GQT+OEM  Homogéneo Tendéncia a Mentolado Refrescante
maior
amarelamento
GC Homogéneo Branco Mentolado Refrescante
4°C GQT Homogéneo Branco Mentolado Refrescante
GQT+OEM  Homogéneo Branco Mentolado Refrescante
48h GC Homogéneo Branco Mentolado Refrescante
25°C GQT Homogéneo Branco Mentolado Refrescante
GQT+OEM  Homogéneo Branco Mentolado Refrescante
amarelado
GC Homogéneo Branco Mentolado Refrescante
37°C GQT Homogéneo Branco Mentolado Refrescante
amarelado
GQT+OEM  Homogéneo Branco Mentolado Refrescante
amarelado

GC: gel controle de hidroxietilcelulose contendo 6leo de semente Helianthus annuus; GQT: gel de quitosana contendo
oleo de semente Helianthus annuus; GQT+OEM: gel de quitosana e 6leo essencial de Melaleuca alternifolia.
Fonte: Elaborada pela autora (2025).
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Tabela 1 continuacio - Estabilidade das caracteristicas organolépticas dos géis em diferentes
condigdes de armazenamento.

Momento Temperatura Gel Aspecto Cor Odor Sabor
GC Homogéneo Branco opaco Mentolado Refrescante
4°C GQT Homogéneo Branco opaco Mentolado Refrescante
GQT+OEM  Homogéneo Branco opaco Mentolado Refrescante
GC Homogéneo Branco menos Menos Refrescante
7 dias opaco pronunciado
25°C GQT Homogéneo Branco menos Menos Refrescante
opaco pronunciado
GQT+OEM  Homogéneo Mais amarelado Menos Refrescante
que 0 GC e GQT  pronunciado
GC Homogéneo Branco menos Menos Refrescante
opaco pronunciado
37°C GQT Homogéneo Amarelado Menos Refrescante
pronunciado
GQT+OEM  Homogéneo Amarelado Menos Refrescante
pronunciado
GC Homogéneo Branco opaco Mentolado Refrescante
4°C GQT Homogéneo Branco opaco Mentolado Refrescante
GQT+OEM  Homogéneo Branco opaco Mentolado Refrescante
GC Homogéneo Branco menos Pouco Refrescante
14 dias opaco mentolado
25°C GQT Homogéneo Branco menos Menos Refrescante
opaco pronunciado fraco
GQT+OEM  Homogéneo Mais amarelado Menos Refrescante
que 0 GC e GQT pronunciado fraco
GC Homogéneo Branco menos Pouco Refrescante
opaco mentolado fraco
37°C GQT Homogéneo Mais amarelado Pouco Refrescante
mentolado fraco
GQT+OEM  Homogéneo Amarelado Menos Refrescante
pronunciado fraco

GC: gel controle de hidroxietilcelulose contendo 6leo de semente Helianthus annuus; GQT: gel de quitosana contendo
oleo de semente Helianthus annuus; GQT+OEM: gel de quitosana e 6leo essencial de Melaleuca alternifolia.
Fonte: Elaborada pela autora (2025).
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Tabela 1 continuacio - Estabilidade das caracteristicas organolépticas dos géis em diferentes
condigdes de armazenamento.

Momento Temperatura Gel Aspecto Cor Odor Sabor
GC Homogéneo Branco opaco Mentolado Refrescante
4°C GQT Homogéneo Branco opaco Mentolado Refrescante
GQT+OEM  Homogéneo Branco opaco Mentolado Refrescante
GC Homogéneo Branco menos Pouco Refrescante
30 dias opaco mentolado fraco
25°C GQT Homogéneo Amarelado Pouco Refrescante
mentolado fraco
GQT+OEM  Homogéneo Mais amarelado Menos Refrescante
que 0 GC e GQT pronunciado fraco
GC Seco Pelicula Sem cheiro -
esbranquigada
37°C GQT Seco Pelicula Sem cheiro -
amarelada
GQT+OEM Seco Pelicula Sem cheiro -
amarelada
GC Homogéneo Branco opaco Menos Refrescante
mentolado
que antes
GQT Homogéneo Branco opaco Menos Refrescante
4°C mentolado
que antes
GQT+OEM  Homogéneo Branco opaco Menos Refrescante
60 dias mentolado
que antes
GC Homogéneo Branco menos Pouco Refrescante
opaco mentolado fraco
25°C GQT Homogéneo Amarelado Pouco Refrescante
mentolado fraco
GQT+OEM  Homogéneo Mais amarelado Menos Refrescante
que 0 GC e GQT pronunciado fraco
GC Seco Pelicula Sem cheiro -
esbranquigada
37°C QT Seco Pelicula Sem cheiro -
amarelada
QT+OEM Seco Pelicula Sem cheiro -
amarelada

GC: gel controle de hidroxietilcelulose contendo 6leo de semente Helianthus annuus; GQT: gel de quitosana contendo
oleo de semente Helianthus annuus; GQT+OEM: gel de quitosana e 6leo essencial de Melaleuca alternifolia.
Fonte: Elaborada pela autora (2025).



39

Tabela 1 continuacio - Estabilidade das caracteristicas organolépticas dos géis em diferentes
condigdes de armazenamento.

Momento Temperatura Gel Aspecto Cor Odor Sabor
GC Homogéneo Branco opaco Menos Refrescante
mentolado
que antes
GQT Homogéneo Branco opaco Menos Refrescante
4°C mentolado
que antes
GQT+OEM  Homogéneo Branco opaco Menos Refrescante
mentolado
GC Homogéneo Branco mais Pouco Refrescante
90 dias translucido mentolado muito fraco
25°C GQT Homogéneo Amarelado Pouco Refrescante
translucido mentolado muito fraco
GQT+OEM  Homogéneo Mais amarelado Menos Refrescante
que 0 GC e GQT pronunciado  muito fraco
GC Seco Pelicula Sem cheiro -
esbranquigada
37°C GQT Seco Pelicula Sem cheiro -
amarelada
GQT+OEM Seco Pelicula Sem cheiro -
amarelada

GC: gel controle de hidroxietilcelulose contendo 6leo de semente Helianthus annuus; GQT: gel de quitosana contendo
oleo de semente Helianthus annuus; GQT+OEM: gel de quitosana e 6leo essencial de Melaleuca alternifolia.

Fonte: Elaborada pela autora (2025).

Quando os géis foram submetidos as temperaturas de 4 ¢ 37°C em doze ciclos de 24h,
observou-se que o aspecto e o sabor dos géis se mantiveram homogéneo e refrescante,
respectivamente, durante todos os ciclos. Os géis GQT+OEM e GQT tenderam a ficar mais
amarelados com o tempo. O odor mentolado manteve-se estavel para os géis até o 6° ciclo.
Posteriormente, o odor foi se tornando mais suave até ficar imperceptivel. Os géis GQT+OEM e
GQT exibiram maior estabilidade quando comparados ao GC. As amostras demonstraram-se mais

estaveis na temperatura de 4°C (tabela 2).
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Tabela 2 - Estabilidade das caracteristicas organoléptica dos géis em doze ciclos de 24h com
temperaturas alternadas.

Ciclo Gel Aspecto Cor Odor Sabor
GC Homogéneo Ligeiramente Mentolado Refrescante
Ciclo 1 esbranquicado
(0 a 24h - 37°C) GQT Homogéneo Ligeiramente Mentolado Refrescante
amarelado
GQT+OEM Homogéneo Ligeiramente Mentolado Refrescante
amarelado
GC Homogéneo Ligeiramente Mentolado Refrescante
Ciclo 2 esbranquicado
(24 2 48h - 4°C) GQT Homogéneo Ligeiramente Mentolado Refrescante
amarelado
GQT+OEM Homogéneo Ligeiramente Mentolado Refrescante
amarelado
GC Homogéneo Bastante Mentolado Refrescante
Ciclo 3 esbranquicado
(48 a72h - 37°C) GQT Homogéneo Ligeiramente Mentolado Refrescante
amarelado
GQT+OEM Homogéneo Ligeiramente Mentolado Refrescante
amarelado
GC Homogéneo Branco Mentolado Refrescante
Ciclo 4
(72 a 96h - 4°C) GQT Homogéneo Branco Mentolado Refrescante
amarelado
GQT+OEM Homogéneo Branco Mentolado Refrescante
amarelado
GC Homogéneo Muito Mentolado Refrescante
Ciclo 5 esbranquicado
(96 a 120h - GQT Homogéneo Branco Mentolado Refrescante
37°C) amarelado
GQT+OEM Homogéneo Branco Mentolado Refrescante
amarelado
GC Homogéneo Branco Menta suave Refrescante
Ciclo 6
(120 a 144h - GQT Homogéneo Branco Mentolado Refrescante
4°C) amarelado
GQT+OEM Homogéneo Branco Mentolado Refrescante
amarelado
GC Homogéneo Muito Menta suave Refrescante
Ciclo 7 esbranquicado
(144 a 168h - GQT Homogéneo Amarelado Mentolado Refrescante
37°C)
GQT+OEM Homogéneo Amarelado Mentolado Refrescante
GC Homogéneo Muito Menta suave Refrescante
Ciclo 8 esbranquicado
(168 a 192h - GQT Homogéneo Amarelado Menta suave Refrescante
4°C)
GQT+OEM Homogéneo Amarelado Menta suave Refrescante

GC: gel controle de hidroxietilcelulose contendo 6leo de semente Helianthus annuus; GQT: gel de quitosana contendo

oleo de semente Helianthus annuus; GQT+OEM: gel de quitosana e 6leo essencial de Melaleuca alternifolia.
Fonte: Elaborada pela autora (2025).
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Tabela 2 continuagao - Estabilidade das caracteristicas organoléptica dos géis em doze ciclos de
24h com temperaturas alternadas.

Ciclo Gel Aspecto Cor Odor Sabor
GC Homogéneo Muito Menta suave Refrescante
Ciclo 9 esbranquigado
(192 a 216h - GQT Homogéneo Amarelado Mentolado Refrescante
37°C) fraco
GQT+OEM Homogéneo Amarelado Mentolado Refrescante
fraco
GC Homogéneo Branco opaco Quase sem Refrescante
cheiro
Ciclo 10 GQT Homogéneo Amarelado Quase sem Refrescante
(216 a 240h - opaco cheiro
4°C) GQT+OEM Homogéneo Amarelado Quase sem Refrescante
opaco cheiro
GC Homogéneo  Esbranquicado Quase sem Refrescante
cheiro
Ciclo 11 GQT Homogéneo Branco Quase sem Refrescante
(240 a 264h - amarelado cheiro
37°C) GQT+OEM Homogéneo Branco Quase sem Refrescante
amarelado cheiro
GC Homogéneo Branco Nenhum Refrescante
perceptivel
Ciclo 12 GQT Homogéneo Branco Nenhum Refrescante
(264 a 288h - amarelado perceptivel
4°C) GQT+OEM Homogéneo Branco Nenhum Refrescante
amarelado perceptivel

GC: gel controle de hidroxietilcelulose contendo 6leo de semente Helianthus annuus; GQT: gel de quitosana contendo
oleo de semente Helianthus annuus; GQT+OEM: gel de quitosana e 6leo essencial de Melaleuca alternifolia.
Fonte: Elaborada pela autora (2025).

O pH dos géis GQT e GQT+OEM manteve-se entre 5,54-6,11, enquanto que o pH do GC
apresentou maior variagdo (5,60-7,80), durante os diferentes momentos e temperaturas avaliadas.
Houve perda das amostras a temperatura de 37°C nos momentos 30, 60 e 90 dias (tabela 3 e figuras

2,3 ¢4).
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Tabela 3 - Variacao do pH dos géis nas temperaturas 4, 25 e 37°C em diferentes momentos.

Momento Temperatura GC GQT GQT+OEM  Observacgoes
Oh Ambiente 5,60 5,54 5,59 -
4°C 6,17 5,80 6,03 -
24h 25°C 6,34 5,87 5,88 -
37°C 6,15 5,82 5,86 -
4°C 6,69 5,95 6,02 -
7 dias 25°C 6,78 5,89 5,91 -
37°C 7,71 5,88 5,87 -
4°C 7,47 6,11 6,10 -
14 dias 25°C 7,44 5,99 5,95 -
37°C 7,80 5,97 5,98 -
4°C 7,32 6,02 6,07 -
30 dias 25°C 7,28 5,91 5,87 -
37°C Perda Perda Perda Amostras
perdidas
4°C 7,50 5,99 5,91 -
60 dias 25°C 7,45 5,99 6,02 -
37°C Perda Perda Perda Amostras
perdidas
4°C 7,69 6,10 6,05 -
90 dias 25°C 7,61 5,89 5,90 -
37°C Perda Perda Perda Amostras
perdidas

GC: gel controle de hidroxietilcelulose contendo 6leo de semente Helianthus annuus; GQT: gel de quitosana contendo
oleo de semente Helianthus annuus; GQT+OEM: gel de quitosana e dleo essencial de Melaleuca alternifolia; Perda:
amostra que secou devido ao aumento da temperatura; Amostras perdidas: amostras que ndo foram avaliadas devido a

perda.

Fonte: Elaborada pela autora (2025).
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Figura 2 - Variacao do pH dos géis na temperatura de 4°C em diferentes momentos.
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Controle: gel controle de hidroxietilcelulose contendo 6leo de semente Helianthus annuus; QT: gel de quitosana
contendo 6leo de semente Helianthus annuus; QT+OEM: gel de quitosana e 6leo essencial de Melaleuca alternifolia.
Fonte: Elaborada pela autora (2025).

Figura 3 - Variacdo do pH dos géis na temperatura de 25°C em diferentes momentos.
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Controle: gel controle de hidroxietilcelulose contendo 6leo de semente Helianthus annuus; QT: gel de quitosana
contendo 6leo de semente Helianthus annuus; QT+OEM: gel de quitosana e 6leo essencial de Melaleuca alternifolia.
Fonte: Elaborada pela autora (2025).
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Figura 4 - Variagdo do pH dos géis na temperatura de 37°C em diferentes momentos.
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Controle: gel controle de hidroxietilcelulose contendo 6leo de semente Helianthus annuus; QT: gel de quitosana
contendo 6leo de semente Helianthus annuus; QT+OEM: gel de quitosana e 6leo essencial de Melaleuca alternifolia.
Fonte: Elaborada pela autora (2025).

Os géis GQTHOEM, GQT e GC, e os dois géis de clorexidina (0,2 e 2%) apresentaram um
comportamento de um fluido ndo newtoniano, ou seja, a viscosidade diminuiu quando houve um

aumento da taxa de cisalhamento. Entre os géis desenvolvidos, o GQT apresentou a maior

viscosidade (figura 5).

Figura 5 - Viscosidade dos géis desenvolvidos e dois controles.
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Controle: gel controle de hidroxietilcelulose contendo 6leo de semente Helianthus annuus; Quitosana: gel de quitosana
contendo 6leo de semente Helianthus annuus; Quitosana+OEM: gel de quitosana e 6leo essencial de Melaleuca
alternifolia.

Fonte: Elaborada pelo Prof. Dr. Raphael Fortes Marcomini (2025).
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Os valores de tixotropia para os géis GQT+OEM, GQT, GC e géis de clorexidinaa 0,2 e a
2%, foram respectivamente, 249, 48,5, 387, 4140 € 2026Pa.s™!. Portanto, todos os géis apresentaram
um tempo de resposta apds sofrerem um tensionamento e voltarem ao equilibrio, sendo que os géis
com QT demonstraram os menores valores.

A espectroscopia dos géis GQT+OEM, GQT e GC e seus componentes demonstrou que os
espectros Raman dos géis se mostraram semelhantes aos espectos Raman dos componentes
individuais (figuras 6 e 7). Os géis GQT+OEM, GQT e GC apresentaram 0s mesmos grupos
funcionais (CH, CH2, CHs e OH), e por este motivo, vibragdes similares, com uma varia¢ao de

intensidade relativa das bandas (figura 7).

Figura 6 - Espectros Raman dos componentes dos géis.
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Natrosol: hidroxietilcelulose.
Fonte: Elaborada por Daphne Fonseca de Coppoli Lanferini (2025).
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Figura 7 - Espectros Raman dos géis.
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Gel Quitosana+0O.E.M: gel de quitosana e 6leo essencial de Melaleuca alternifolia; Gel Quitosana: gel de quitosana
contendo dleo de semente Helianthus annuus; Gel controle: gel controle de hidroxietilcelulose contendo 6leo de
semente Helianthus annuus.

Fonte: Elaborada por Daphne Fonseca de Coppoli Lanferini (2025).

As principais bandas do GC podem ser observadas na tabela 4. Destacam-se as bandas
2940cm™! (estiramento assimétrico CHs, associado ao mentol e ao 6leo de semente Helianthus
annuus com lecitina), 2903cm™ (estiramento assimétrico CH:, presente no 4cido malico,
hidroxietilcelulose, glicerina, lecitina, mentol e 6leo de semente Helianthus annuus) e 1640cm™
(estiramento simétrico C=C e deformac¢ao angular no plano H-O-H de dgua residual, relacionado
ao Oleo de semente Helianthus annuus, lecitina e &cido malico). Provavelmente, os géis
GQT+OEM e GQT, por possuirem grupos funcionais CH, CH., CHs e OH, tenham apresentado
vibragdes similares as ja existentes no GC, e por isso ndo tenham gerado novas bandas, mas
reforcaram levemente as ja presentes. Dessa forma, a diferenga entre os géis parece estar mais

associada a uma variagdo de intensidade relativa (figura 7).
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Tabela 4 - Atribuicdo por tentativas das principais bandas observadas no gel controle.

Banda (cm™)

Componentes associados

Atribuicao

2940

2903

1640

1458

1115
1050

924
847
820
485
408

Mentol + Oleo de semente Helianthus
annuus + Lecitina

Acido maélico + Hidroxietilcelulose +
Glicerina + Lecitina + Mentol + Oleo de
semente Helianthus annuus

Oleo de semente Helianthus annuus +
Lecitina + Acido malico

Oleo de semente Helianthus annuus +
Glicerina + Lecitina + Hidroxietilcelulose +
Mentol

Glicerina + Lecitina + Hidroxietilcelulose

Glicerina + Hidroxietilcelulose + Acido
Malico

Glicerina + Hidroxietilcelulose

Mentol + Hidroxietilcelulose

Mentol + Hidroxietilcelulose

Bicarbonato de sodio

Acido malico + Bicarbonato de sodio

Estiramento assimétrico CH3

Estiramento assimétrico CHz

Estiramento simétrico C=C + Deformagao angular no
plano H-O-H de agua residual
Deformacao angular fora do plano CH3; + CHz

Estiramento C-O-C
Estiramento C-C e C-OH

Deformagao angular no anel + C-C e C-OH
Deformagdes angulares C-C-O e C-H fora do plano
Deformagdes angulares C-C-O e C-H fora do plano
Torgoes C-C-O

Deformacao angular fora do plano C-O-O"

Fonte: Elaborada por Daphne Fonseca de Coppoli Lanferini e pela autora (2025).

Nas avaliagdes microbiologicas, a contaminagao bacteriana dos géis permaneceu em zero,

indicando a auséncia de contaminacao durante todo o periodo analisado. Para o teste de CIM, os

géis GQT+OEM e GQT apresentaram atividade antimicrobiana, em especial, contra as linhagens

bacterianas 4. actinomycetemcomitans, S. sanguinis € S. sobrinus em diferentes momentos e

temperaturas. Inicialmente, ambos os géis mostraram eficdcia em concentra¢des semelhantes

contra as linhagens, porém com o passar do tempo, 0 GQT+OEM destacou-se por manter sua agao

inibitéria em menores concentragdes, especialmente quando armazenado a 4°C (figuras 8 € 9).
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Figura 8 - Concentragdo inibitoria minima dos géis para as diferentes linhagens bacterianas e
fingica no momento Oh.
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GC: gel controle de hidroxietilcelulose contendo 6leo de semente Helianthus annuus; GQT: gel de quitosana contendo
oleo de semente Helianthus annuus; GQT+OEM: gel de quitosana e 6leo essencial de Melaleuca alternifolia.
Fonte: Elaborada pela autora (2025).
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Figura 9 - Concentracdo inibitéria minima dos géis para as diferentes linhagens bacterianas e fliingica nos momentos 24h, 7 dias, 14
dias, 30 dias, 60 dias e 90 dias.
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A: Concentragdo inibitoria minima dos géis em 24h; B: Concentragao inibitéria minima dos géis em 7 dias; C: Concentragao inibitoria minima dos géis em 14 dias; D: Concentragao inibitria minima dos
géis em 30 dias; E: Concentragdo inibitoria minima dos géis em 60 dias; F: Concentragdo inibitoria minima dos géis em 90 dias; GC: gel controle de hidroxietilcelulose contendo d0leo de semente Helianthus
annuus; GQT: gel de quitosana contendo oleo de semente Helianthus annuus; GQT+OEM: gel de quitosana e 0leo essencial de Melaleuca alternifolia; Fonte: Elaborada pela autora (2025).
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Verificou-se que a CMM dos géis GQT+OEM e GQT apresentaram carater
predominantemente microbiostatico frente as linhagens testadas.
Os gé¢is GQT+OEM, GQT e GC apresentaram viabilidade celular superior a 70%. Dessa

forma, ndo apresentaram citotoxicidade para as células avaliadas (figura 10).

Figura 10 - Avaliagdo da citotoxicidade dos géis através da viabilidade celular de macrofagos.
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Controle: gel controle de hidroxietilcelulose contendo 6leo de semente Helianthus annuus; QT: gel de quitosana
contendo 6leo de semente Helianthus annuus; QT+OEM: gel de quitosana e 6leo essencial de Melaleuca alternifolia;
DMSO: dimetilsulfoxido; CC: controle celular negativo.

Fonte: Elaborada pela autora (2025).
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6 DISCUSSAO

A fabricagdo de aparelhos ortoddnticos produzidos a partir de polimeros termoplasticos
sintéticos, denominados alinhadores ortodonticos (AOs), vem sendo amplamente realizada
(CONDO et al., 2021). Os AOs oferecem vantagens em relagdo aos aparelhos fixos, como menor
desconforto e melhor estética (MEME et al., 2021). Porém, hé dificuldade na acio realizada pela
saliva sobre os elementos dentarios que estdo completamente envolvidos pelos AOs, assim, ha a
formagdo de biofilme dentdrio e consequente risco de desenvolvimento de céarie e doencas
periodontais (MIETHKE e VOGT, 2005; TURKOZ et al., 2012). Neste sentido, duas revisdes
sistematicas demonstraram o desenvolvimento de carie associado ao uso de AOs (LLERA-
ROMERO et al., 2023; RAGHAVAN et al., 2023). Outras revisdes sistematicas concluiram que
nao ha evidéncia da superioridade dos AOs na condicao periodontal em comparag@o aos aparelhos
fixos, pois os valores encontrados ndo foram significativos para a pratica clinica (OIKONOMOU
et al., 2021, CREGO-RUIZ e JORBA-GARCIA, 2023; ELNAGHY et al., 2023; LLERA-
ROMERO et al., 2023; DI SPIRITO et al., 2023).

A quitosana (QT) e o 6leo essencial de Melaleuca alternifolia (OEM) destacam-se como
compostos naturais promissores no controle microbiano, especialmente no contexto odontologico
(TAALAB et al, 2021; KACHHADIYA et al., 2022). Quando estes compostos sdo associados,
pode-se ocorrer um sinergismo, o que amplia a eficacia antimicrobiana dos mesmos (SANTOS et
al., 2019; SILVA et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2024). Embora a QT ¢ o OEM tenham sido
incorporados a diversos produtos e materiais odontolégicos (FILOCHE et al., 2005; AZEVEDO
et al., 2007; GANSS et al., 2012; SCHLUETER et al., 2013; COSTA et al., 2014; RESENDE et
al., 2019; SAVITHA et al., 2019; NADER et al., 2020; RIPARI et al., 2020; PUTRI et al., 2021;
POORNIMA et al., 2021; SHAHABI et al., 2021; OKTANAULI e al., 2025), inclusive a géis
(IKINCI et al., 2002; AKINCIBAY et al., 2007, ELGENDY et al., 2013; SANTAMARIA JR et
al., 2014; TAALAB et al., 2021; KACHHADIYA et al., 2022; PELA et al., 2022; PINI et al.,
2022; SHAHIDULLA et al., 2024; YAMAKAMI et al., 2022), at¢é o momento, nenhum estudo
desenvolveu um gel contendo os dois compostos, para ser associado a AOs.

Os estudos que desenvolveram géis de QT para uso odontolégico (IKINCI et al., 2002;
AKINCIBAY et al., 2007; KACHHADIYA et al., 2022; PELA et al., 2022; PINI et al., 2022;
YAMAKAMI et al., 2022) utilizaram diferentes concentragdoes de QT, como 1% (IKINCI et al.,
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2002; AKINCIBAY et al., 2007; KACHHADIYA et al., 2022), 1,5% (YAMAKAMI et al., 2022),
2% (IKINCI et al., 2002; PINI et al., 2022) e 3% (IKINCI et al., 2002; PELA et al., 2022).
Acredita-se que géis com uma concentracdo de 3%, tenham maior a¢do antimicrobiana, visto que
ha maior disponibilidade do agente e interagdo com as paredes bacterianas, promovendo maior
desorganizacdo do biofilme e redugdo dos efeitos sobre o tecido adjacente, porém apresentam
maior viscosidade, e consequentemente menor fluidez (ALIASGHARI et al., 2016). Por outro lado,
embora géis com concentragdes entre 1 e 2% apresentem interagdo menos prununciada com
microrganismos, ha menor viscosidade e, portanto, maior fluidez, o que pode ser mais adequado
para suas aplicagdes em determinadas dreas, como no tecido periodontal (ALIASGHARI et al.,
2016; RAJOKA et al., 2020). Por este motivo, o presente estudo optou pelo desenvolvimento de
géis com uma concentragdo de 1% de QT, visto que a agdo antimicrobiana somada a capacidade
de fluidez e escoamento dos géis, foram caracteristicas desejadas para serem associadas a AOs.
Quanto a concentracdo do OEM incluido no gel GQT+OEM, esta foi definida em 0,02%
(0,004g) com base em um equilibrio entre a seguranga bioldgica, a agdo antimicrobiana ¢ a
estabilidade fisico-quimica do gel. Estudos indicaram que concentragdes de OEM superiores a 5%
podem causar citotoxicidade (CARSON et al., 2006; ANDRADE et al., 2018), enquanto que doses
inferiores a 0,01% mostraram atividade insuficiente contra algumas bactérias (HAMMER et al.,
2003; SANTOS et al., 2019). No presente estudo, 0,02% de OEM parece ter permitido um efeito
sinérgico da QT com o OEM, potencializando a agdo contra A. actinomycetemcomitans e
Streptococcus spp em menores concentragdes ao longo do tempo. Este sinergismo pode ser
caracterizado pela soma da capacidade da QT em desestabilizar membranas celulares bacterianas,
enquanto os componentes do OEM potencializaram esta agdo, e também agiram sobre a sintese de
DNA/RNA e produ¢do de ATP (CARSON, 2006; IKINCI et al., 2002). Acredita-se que para C.
albicans, a concentragdo minima do OEM para se obter um efeito antimicrobiano, seja de
aproximadamente 0,06% (MONDELLO et al., 2006), e isto poderia justificar os resultados
semelhantes encontrados para os géis GQT e GQT+OEM sob esta linhagem fungica, em todas as
condigdes de armazenamento. Adicionalmente, a concentragao de 0,02% do OEM minimizou
algumas alteracdes organolépticas, como o odor intenso caracteristico do 6leo (CARSON et al.,
2006), e facilitou a homogeneidade do gel, conforme evidenciado na estabilidade fisico-quimica.
Quando avaliada a estabilidade das caracteristicas organolépticas (aspecto, cor, odor e

sabor) dos géis, os resultados demonstraram que os géis contendo QT (GQT e GQT+OEM)
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mantiveram todos os parametros estaveis, especialmente quando armazenados a 4°C, ou seja, sobre
regrigeracdo. A cor amarelada dos géis GQT e GQT + OEM pode ser atribuida a presenga da QT
(SAHARIAH ¢ MASSON, 2017). A perda gradual do odor mentolado em temperaturas mais
elevadas (25 e 37°C) pode estar relacionada a volatilizagdo do mentol (SANTOS et al., 2019). Os
testes de estabilidade acelerada das caracteristicas organolépticas aplicados na metodologia, assim
como os realizados por Sousa et al. (2023) comprovaram que os géis mantiveram a homogeneidade
e pH estaveis sob condi¢des de armazenamento a 4°C.

Os géis contendo QT (GQT e GQT+OEM) mantiveram o pH entre 5,54 ¢ 6,11, faixa
necessaria para se obter um equilibrio entre a estabilidade da QT e a protecdo do esmalte dentario.
O pH acido ¢ fundamental para a protonacdo da QT, pois permite que seus grupos amino se
protonem, adquiram carga positiva e potencializem tanto sua capacidade de aderéncia quanto seu
efeito antimicrobiano (PELA et al., 2022; FAKHRI et al., 2020). Entretanto, o pH acima de 6,5,
leva a neutralizacao dessas cargas, tornando a QT menos soluvel e adesiva, e consequentemente,
com menor efeito antimicrobiano (FAKHRI et al., 2020). Paralelamente, a manuten¢do do pH em
valores superiores a 5,5 foi essencial para preservar a integridade do esmalte dentario, uma vez que
este pH critico favorece o processo de desmineralizacio e desenvolvimento carie (PELA et al.,
2022; PERES et al., 2019). Em contraste com este estudo, Patil e Jobanputra (2015) formularam
um gel de QT e acido gélico com pH neutro (7,06-7,08), otimizando a agdo antimicrobiana do &cido
em detrimento da atividade da QT, que requer um pH &cido para sua atividade antimicrobiana.

Os valores de viscosidade obtidos para os géis GQT e GQT+OEM no presente estudo
atenderam aos pardmetros reoldgicos descritos na literatura para géis cosméticos, os quais
apresentaram um comportamento ndo newtoniano (pseudoplastico), caracterizado pela diminuigdo
da viscosidade quando ha aumento da taxa de cisalhamento (WROBLEWSKA et al., 2019). Além
disso, os géis demonstraram comportamento tixotropico, evidenciado pela redugdo temporaria da
viscosidade durante a sua aplicagdo (como pela expulsdo por uma seringa), seguida de rapida
recuperagdo estrutural apés a remogio da forga (WROBLEWSKA et al., 2019). A viscosidade
obtida nos géis desenvolvidos pode ser justificada pela combinagdo dos polimeros
hidroxietilcelulose e QT, visto que sdo agentes espessante e gelificante, respectivamente, e juntos
promoveram efeitos sinérgicos na estabilidade reoldgica (STOJKOV et al., 2021; CARVALHO et
al.,2022; KULKA e SIONKOWSKA, 2023). O estudo de Rafiee et al. (2024) demonstrou que um

gel de QT associado a hidroxiapatita e ao fluoreto de sodio, utilizado para remineralizagdo do



54

esmalte dentario, atingiu valores de viscosidade semelhantes aos resultados do presente estudo, e
também, apresentou um comportamento tixotropico. Essas caracteristicas descritas estdo em
consonancia com nossos objetivos, pois a viscosidade dos géis desenvolvidos mostrou ser
suficiente para um espalhamento adequado sem que ocorra alguma alteracdo estrutural depois que
aplicados.

Os resultados da espectroscopia no infravermelho obtidos neste estudo, demonstraram que
os espectros Raman dos componentes individuais e dos géis formulados mantiveram suas
caracteristicas fundamentais, como a sobreposicdo dos picos espectrais ¢ a auséncia de novas
bandas. Estas caracteristicas podem indicar a homogeneidade dos géis e a presenga de interagdes
fisicas moleculares entre os grupos funcionais dos diferentes componentes dos géis. Estes achados
estdo em concordancia com os estudos de Carvalho et al. (2022) e Rafiee et al. (2024), que também
observaram em seus géis de QT, a sobreposicdo dos picos espectrais correspondentes aos
componentes individuais, sem o aparecimento de novas bandas.

A escolha de se avaliar as espécies S. sanguinis e S. sobrinus no presente estudo, deve-se
ao fato de serem microrganismos colonizadores primarios do biofilme dentario. Enquanto S.
sanguinis precede a colonizacdo de patégenos periodontais, S. sobrinus participa na producao de
acidos, contribuindo para a desmineralizagdo do esmalte dentdrio e desenvolvimento de carie
(SELWITZ et al., 2007; PITTS et al., 2017) Quanto a escolha de A. actinomycetemcomitans,
justifica-se por sua reconhecida associagdo com o desenvolvimento de periodontite, especialmente
em suas formas mais agressivas, visto que ¢ capaz de invadir tecidos gengivais e de suporte, e
produzir leucotoxinas. Estas, levam a necrose de neutrofilos e macréfagos, comprometendo a
resposta imunoldgica, enquanto também promovem a liberacdo de citocinas pré-inflamatorias,
exacerbando a destruicdo tecidual (NAKAGAWA et al., 2001). Por fim, C. albicans foi
selecionada por ser um microrganismo oportunista, € por isso, contribuir no agravamento de
infecgdes pré-existentes, especialmente em individuos imunocomprometidos (GOY et al., 2009).
A combinacdo desses microrganismos permitiu avaliar a acdo dos géis frente a diferentes
mecanismos patogénicos, desde a formagao do biofilme até a invasao tecidual.

Estudos descreveram diferentes aplicagdes odontoldgicas de géis de QT, como Pela et al.
(2022) que a associaram ao CaneCPI-5 e Yamakami ef al. (2022) que a uniram a caseina, e
mostraram prevencao da desmineralizagdo do esmalte dentério sob desafio cariogénico, enquanto

que Pini ef al. (2022) exploraram a capacidade da QT em reduzir a desmineralizagdo enquanto se
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obtinha o clareamento dentério a partir do uso de um 4cido. Paralelamente, os estudos de Akincibay
et al. (2007) e Kachhadiya et al. (2022) avaliaram a eficacia de géis de QT como coadjuvantes no
tratamento periodontal, melhorando pardmetros clinicos, por meio de indices periodontais. Da
mesma forma, géis de OEM demonstraram atividade antimicrobiana contra patdgenos cariogénicos
e periodontais (TAALAB et al., 2021; SHAHIDULLA et al., 2024). Neste contexto, o presente
estudo demonstrou que um gel de QT e OEM (GQT+OEM) apresentou atividade antimicrobiana
contra A. actinomycetemcomitans, S. sanguinis ¢ S. sobrinus, com efeito microbiostatico
predominante, ou seja, o gel apresentou capacidade de inibir o crescimento desses microrganismos,
sugerindo que a formulagdo desenvolvida ¢ promissora no controle do biofilme e na redugdo do
risco de desenvolvimento de carie e doencas periodontais. Exalta-se que este efeito microbiostatico
do gel pode estar relacionado tanto ao pH do meio, levando a uma menor protonacao da QT, quanto
a sua concentracdo, que pode ndo ter sido suficiente para que o gel apresentasse um efeito
microbicida (FAKHRI et al., 2020; LANG et al., 2020).

A auséncia de citotoxicidade dos géis GQT e GQT+OEM para a linhagem testada, com
viabilidade celular superior a 70% para todas as diluicdes realizadas, demonstrou a
biocompatibilidade da QT e do OEM (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR
STANDARDIZATION, 2009; OLIVEIRA et al., 2024). Estes resultados sdo promissores para
futuras aplicacgdes clinicas dos géis, visto que a seguranca do uso desses compostos € um requisito
essencial para o desenvolvimento de produtos destinados ao uso bucal (ROSA et al., 2024).

Os resultados do presente estudo demonstraram o potencial antimicrobiano e a
biocompatibilidade de um gel de QT e OEM (GQT+OEM). Considerando a limitacdo da acdo da
saliva, o favorecimento do acimulo de biofilme e o risco de desenvolvimento de carie ¢ doengas
periodontais durante o uso de AOs, a aplicagdo topica do GQT+OEM, pode representar uma
estratégia preventiva inovadora no controle microbiano. Embora os achados in vitro do GQT+OEM
sejam promissores, deve-se ressaltar que a microbiota bucal ¢ complexa e envolve diversos
microrganismos, assim ndo ha evidéncia de que o gel terda o mesmo efeito sobre biofilmes
complexos. Além disso, ndo foi avaliada a a¢do da saliva sobre o gel, assim como, o seu efeito
sobre a estrutura dentaria e o tecido periodontal. Diante destas limitagdes, a aplicabilidade clinica

do GQT+OEM ainda deve ser investigada.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que a formulagdo de gel de quitosana contendo 6leo essencial de Melaleuca
alternifolia demonstrou estabilidade organoléptica e fisico-quimica sob diferentes condigdes de
armazenamento, especialmente a 4°C, a¢do antimicrobiana frente as espécies microbianas
avaliadas e auséncia de citotoxicidade, sugerindo o seu potencial na preven¢do de formagdo de
biofilme dentario e no desenvolvimento de carie e doengas periodontais, quando associada a

alinhadores ortodonticos.
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ANEXO A — Laudo técnico do oleo essencial de Melaleuca Alternifolia

@ FICHA TECNICA Data: 05/06/2023
THERRA Cédigo: FT/TEASQ

1y OLEO ESSENCIAL DE TEA TREE (AUSTRALIANO) Revisdo: 00

LASZLO Paginalded

1. Informagdes Gerais

Nome do Produto: Oleo Essencial de Tea Tree (Australiano)
Nome botanico: Melaleuca alternifolia
Categoria: Oleo Essencial
Subcategoria: Linha Laszlo Aroma
Origem: Australia
Volume: 50ml
Cddigo de Barras: 7898694927368
SKU: 003749
Fabricante: Therra Aromas e Sabores Industria de Alimentos Ltda
CNPJ: 25.071.453/0001-30

2. Descrigdo do Produto
O bleo essencial de Tea Tree (Australiano), € uma matéria-prima extraida de suas folhas e galhos,
possuindo multiplas aplicabilidades e formas de uso, que irdo variar de acordo com a finalidade
e beneficio almejado.

3. Ingredientes

Oleo essencial de tea tree

4. Método de Extragdo

Extracdo via destilagdo a vapor das folhas e galhos

Therra Aromas e Sabores Industria de Alimentos Ltda
Rua Groeldndia, n° 16 — Jardim Canada | Nova Lima — MG CEP: 34.007-772
CNPJ: 25.071.453/0001-30
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Data: 05/06/2023

Cédigo: FT/TEAS0

‘%‘é’ OLEO ESSENCIAL DE TEA TREE (AUSTRALIANO) Revisdo: 00
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5. Caracteristicas Sensoriais
Parametro Padrdo Referéncia
Cor Incolor / Amarelo palido Interna
Aroma Caracteristico de tea tree Interna
Sabor Caracteristico de tea tree Interna
Textura liquido Interna
6. Caracteristicas Fisico-quimicas
Parametro Padrdo Método
Densidade 0.88800 a 0.90900 078/IV*
indice de refragdo 1.47500 a 1.48200 077/IvV*
CROMATOGRAFIA GASOSA
COMPOSTOS PERCENTUAL
terpinen-4-ol 35-45%
y-terpineno 15-25%
a-terpineol 3-4%
terpinoleno 1-5%
a-pineno <3%
armoadendreno <3%
a-terpineno 6-12%
viridifioreno <3%
limoneno 1-5%

Therra Aromas e Sabores Industria de Alimentos Ltda
Rua Groelandia, n° 16 — Jardim Canadd | Nova Lima — MG CEP: 34.007-772

CNPJ: 25.071.453/0001-30
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7. Validade

36 meses a partir da data de fabricacdo, desde que armazenado corretamente, conforme

indicado.

8. Embalagem

Embalagem do produto:
Embalagem primaria em vidro, com tampa em pléstico na cor branca e rétulo na cor verde.
Embalagem de transporte:

Armazenados em caixa de papeldo.

9. Condig¢oes de Transporte

Produto transportado em caminhdes tipo bau, em boas condigdes fisicas e sanitdrias e auséncia
de quaisquer evidéncia e/ou presenca de vetores, pragas ou produtos que possa haver

contaminagao.

10. Condigoes de Armazenamento

Armazenamento em local limpo, fechado e conservado, sem a presenca de quaisquer
contaminantes fisicos, quimicos, microbioldgicos, vetores e pragas.

Deve-se separar os produtos por espécie, armazenando-os distante do piso, paredes e teto, em
local protegido de luz e umidade.

Manter em temperatura ambiente o local de armazenamento.

11. Formas de Uso

Produto flavorizante/aromatizante, destinado a saboriza¢do de alimentos e também para uso

na aromaterapia. Deve ser utilizado sob orientagdo de um profissional.

Therra Aromas e Sabores Industria de Alimentos Ltda
Rua Groelandia, n° 16 — Jardim Canada | Nova Lima — MG CEP: 34.007-772
CNPJ: 25.071.453/0001-30
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12. Alergénicos e Sensibilizantes

ALERGENICOS

SUBSTANCIA PRESENTE

AUSENCIA

Aipo e seus derivados

X

Améndoas e seus derivados

Amendoim e seus derivados

Aveld e seus derivados

Castanhas e seus derivados

Cereais com gluten e seus derivados

Chicéria

Crustaceos e seus derivados

Didxido de enxofre e sulfitos > 10 ppm

Farinha de semente de algodao

Leite e seus derivados

Moluscos e seus derivados

Mostarda e seus derivados

Nozes e seus derivados

Ovos e seus derivados

Peixe e seus derivados

Pistaches e seus derivados

Sementes de gergelim e seus derivados

Sementes de girassol e seus derivados

Sementes de papoula e seus derivados

Soja e seus derivados

X X[ X[ X[ X|X| X|X|X|X|X|X|X|X|X|X|X|X| X|X

13. Registros e Informagées Complementares

RDC n2 275, de 21 de outubro de 2002 — Regulamento técnico de Procedimentos Operacionais

Padronizados.

RDC n? 270, de 22 de setembro de 2005 — Regulamento técnico para 6leos vegetais, gorduras

vegetais e creme vegetal.

RDC N2 26, de 2 de julho de 2015 - Disp&e sobre os requisitos para rotulagem obrigatéria dos

principais alimentos que causam alergias alimentares.

Therra Aromas e Sabores Industria de Alimentos Ltda

Rua Groelandia, n° 16 — Jardim Canada | Nova Lima — MG CEP: 34.007-772

CNPJ: 25.071.453/0001-30

74



75

ANEXO B - Patente depositada no INPE

INSTITUTO 870250063060
' " A’: g:a%’me’;EnADE 22/07/2025 15:55
ossTRIAL (ARG AR
29409162337747910

Pedido nacional de Invengdo, Modelo de Utilidade, Certificado de Adigao de Inveng&o e entrada na fase
nacional do PCT

Numero do Processo: BR 10 2025 015174 0

Dados do Depositante (71)

Depositante 1 de 1

Nome ou Razéo Social: UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA - UFJF
Tipo de Pessoa: Pessoa Juridica
CPF/CNPJ: 21195755000169
Nacionalidade: Brasileira
Qualificag&o Juridica: Instituicdo de Ensino e Pesquisa
Enderego: José Lourengo Kelmer, s/n, Sdo Pedro
Cidade: Juiz de Fora
Estado: MG
CEP: 36036900
Pais: Brasil
Telefone: (032)21023435
Fax: (032)2102-3435
Email: pc.crit@ufjf.br

PETICIONAMENTO  Esta solicitagdo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em
ELETRONICO 22/07/2025 as 15:55, Peticdo 870250063060
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Dados do Pedido

Natureza Patente: 10 - Patente de Invengéo (PI)

Titulo da Invencédo ou Modelo de Desenvolvimento de formulagdes de hidrogel de quitosana e
Utilidade (54): quitosana com 6leo essencial de Melaleuca alternifolia para
prevencao de infec¢gdes odontogénicas e bucais.

Resumo: A presente invencéo refere-se ao desenvolvimento de uma
formulagdo cosmética de hidrogel, contendo apenas compostos
naturais, como a quitosana e o 6leo essencial de Melaleuca
alternifolia, para ser utilizada durante o tratamento odontolégico, com
ou sem auxilio de alinhadores ortodénticos ou moldeiras
personalizadas, a fim de prevenir infecgdes odontogénicas, dentre
elas carie e doenca periodontal, e infecgdes bucais, como
candidiase.

Figura a publicar: 1

PETICIONAMENTO  Esty solicitagdo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em
ELETRONICO 22/07/2025 as 15:55, Petico 870250063060
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Inventor 1 de 5

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Enderego:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:

Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 2 de 5

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificag&o Fisica:
Enderego:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 3 de 6

FERNANDA RAMOS DE FARIA

09614093633

Brasileira

Estudante de Pés Graduagao

Rua Benjamin Constant, 1044/ 802, Santa Helena, Juiz de Fora,
Minas Gerais

Juiz de Fora

MG

36015-400

BRASIL

MARIANA SIMOES DE OLIVEIRA

13215719762

Brasileira

Estudante de Pés Graduagao

Rua Benedito Pinto, 202/ 407, Sao Mateus, Juiz de Fora, Minas
Gerais

Juiz de Fora

MG

36016-490

BRASIL

PETICIONAMENTO
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Email:

Inventor 4 de 5

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Enderego:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 5 de 5

MICHEL DE OLIVEIRA SALES JUNIOR

15548526685

Brasileira

Estudante de Graduagéo

Rua Tarcisio Geraldo Givizies, 101, Alvorada, Divino, Minas Gerais
Juiz de Fora

MG

36820-000

BRASIL

MARCIO JOSE DA SILVA CAMPOS

08267583718

Brasileira

Professor do ensino superior

Rua Giuseppe Verdi, 111, Sdo Pedro, Juiz de Fora, Minas Gerais
Juiz de Fora

MG

36036-643

BRASIL
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CPF:
Nacionalidade:
Qualificag&o Fisica:
Enderego:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Documentos anexados
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ANA CAROLINA MORAIS APOLONIO
03889585612

Brasileira

Professor do ensino superior

Rua Roberto Stiegert, 204, Sdo Pedro — JF/IMG
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MG

36037-380

BRASIL

Tipo Anexo

Nome

Comprovante de pagamento de GRU 200 INPI (7)-26.pdf

Desenho

Reivindicagéo

Figuras (4).pdf

Reivindicac,o~es.pdf

Relatério Descritivo Relatorio Descritivo Melaleuca.pdf

Resumo

Resumo (4).pdf

PETICIONAMENTO  Esty solicitagdo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em
ELETRONICO 22/07/2025 as 15:55, Petico 870250063060

Peticdo 870250063060, de 22/07/2025, pag. 5/47



Acesso ao Patriménio Genético

Declaragao Positiva de Acesso - Declaro que o objeto do presente pedido de patente de invengao foi
obtido em decorréncia de acesso a amostra de componente do Patriménio Genético Brasileiro,
realizado a partir de 30 de junho de 2000, e que foram cumpridas as determinacdes da Lei 13.123 de

20 de maio de 2015, informando ainda:

Numero da Autorizagéo de A007692
Acesso:
Data da Autorizagéo de Acesso: 01/06/2025

Declaragéo de veracidade

IZIDeclaro, sob as penas da lei, que todas as informagdes acima prestadas sdo completas e
verdadeiras.
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