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RESUMO

A investigacado fundamenta-se na busca de alternativas terapéuticas para o manejo
da candidose oral e da periodontite, condigdes frequentemente associadas a disbiose
e a formacdo de biofilmes resilientes. Embora os Oleos essenciais possuam
propriedades antimicrobianas relevantes, sua aplicagdo clinica é limitada pela alta
volatilidade, baixa solubilidade e instabilidade quimica. Nesse cenario, o uso de
nanoemulsées surge como uma estratégia biotecnoldgica para proteger esses
compostos e ampliar sua biodisponibilidade. Com isso, o objetivo do estudo foi
desenvolver, caracterizar e avaliar a eficacia antimicrobiana de nanoemulsdes
contendo 6leos essenciais de Cymbopogon flexuosus, Ocimum basilicum, Lavandula
dentata, Lavandula angustifolia e Eugenol contra patégenos oportunistas,
correlacionando sua performance com propriedades fisico-quimicas e perfis de
citotoxicidade por meio de testes experimentais in vitro. Para isso, a preparagcéo dos
sistemas coloidais foi realizada por métodos de alta e baixa energia, seguida da
caracterizagao quanto ao tamanho de goticula, potencial Zeta e estabilidade. A
atividade bioldgica foi mensurada através da determinagao da Concentracgéo Inibitoria
Minima (CIM) e Concentragao Microbicida Minima (CMM) frente a cepas de referéncia
(Candida albicans ATCC 10231 e Nakaseomyces glabrata ATCC 15126;
Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum ATCC 25586, Veillonella parvula ATCC
10790, Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, Prevotella melaninogenica ATCC
25845 e Eikenella corrodens ATCC 23864) e isolados clinicos de pacientes com
candidose e periodontite (biofilme subgengival) utilizando nanoparticulas de prata
como referencial comparativo, além de ensaios de viabilidade celular em linhagens
humanas. Tendo como diferencial o desenvolvimento de nanoemulsdes que
potencializaram a acdo de oOleo essenciais contra patégenos orais. Os resultados
demonstraram que as nanoemulsdes obtidas apresentaram estabilidade robusta e
dimensdes nanométricas inferiores a 130 nm, o que favoreceu a interacdo com as
membranas microbianas. Observou-se que a nanoestruturagdo potencializou
significativamente a agédo dos ativos livres correspondentes; na qual a nanoemulsao
contendo Eugenol, por exemplo, reduziu em até oito vezes a dose necessaria para
inibir Fusobacterium nucleatum em comparagao ao 6leo livre. Adicionalmente, a
formulacado contendo Ocimum basilicum viabilizou agao antifungica potente, enquanto
os ensaios de citotoxicidade indicaram que o método de baixa energia preservou
melhor a viabilidade celular. Conclui-se que as nanoemulsdes contendo 6leos
essenciais representam uma terapéutica alternativa eficaz e segura, superando as
limitagdes dos ativos em estado livre e oferecendo uma alternativa promissora para o
controle de infecgdes orais complexas e combate a resisténcia microbiana.

Palavras-chave: Candida spp.; bactérias periodontopatogénicas; candidose;
periodontite; nanoparticulas de prata; nanoemulsoes.



ABSTRACT

The research is based on the search for therapeutic alternatives for the management
of oral candidiasis and periodontitis, conditions frequently associated with dysbiosis
and the formation of resilient biofilms. Although essential oils possess relevant
antimicrobial properties, their clinical application is limited by high volatility, low
solubility, and chemical instability. In this scenario, the use of nanoemulsions emerges
as a biotechnological strategy to protect these compounds and increase their
bioavailability. Therefore, the objective of the study was to develop, characterize, and
evaluate the antimicrobial efficacy of nanoemulsions containing essential oils of
Cymbopogon flexuosus, Ocimum basilicum, Lavandula dentata, Lavandula
angustifolia, and Eugenol against opportunistic pathogens, correlating their
performance with physicochemical properties and cytotoxicity profiles. For this
purpose, the preparation of the colloidal systems was performed using high and low-
energy methods, followed by characterization regarding droplet size, Zeta potential,
and stability. Biological activity was measured through the determination of Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Microbicidal Concentration (MMC)
against reference strains (Candida albicans ATCC 10231 and Nakaseomyces glabrata
ATCC 15126; Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum ATCC 25586, Veillonella
parvula ATCC 10790, Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, Prevotella
melaninogenica ATCC 25845, and Eikenella corrodens ATCC 23864) and clinical
isolates from patients with candidiasis and periodontitis (subgingival biofilm) using
silver nanoparticles as a comparative reference, in addition to cell viability assays in
human lineages. With the development of nanoemulsions that enhanced the action of
essential oils against oral pathogens as a distinguishing factor. The results
demonstrated that the obtained nanoemulsions presented robust stability and
nanometric dimensions below 130 nm, which favored interaction with microbial
membranes. It was observed that nanostructuring significantly enhanced the action of
the corresponding free actives; for instance, the nanoemulsion containing Eugenol
reduced the dose required to inhibit Fusobacterium nucleatum by up to eight times
compared to the free oil. Additionally, the formulation containing Ocimum basilicum
enabled potent antifungal action, while cytotoxicity assays indicated that the low-
energy method better preserved cell viability. It is concluded that nanoemulsions
containing essential oils represent an effective and safe alternative therapy,
overcoming the limitations of free-state compounds and offering a promising
alternative for controlling complex oral infections and combating microbial resistance.

Keywords: Candida spp.; periodontopathogenic bacteria; candidiasis; periodontitis;
silver nanoparticle; nanoemulsions.
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1 INTRODUGAO

A disbiose bucal é caracterizada pela redugcéo de microrganismos benéficos e
pelo aumento de espécies patogénicas, resultando na perda da homeostase da
resposta do hospedeiro (CHATTOPADHYAY et al., 2024). Fatores extrinsecos, como
a colonizagdo do biofilme por patdégenos-chave, injurias teciduais e alteragdes
ambientais, podem modificar a composicdo e a abundancia das comunidades
microbianas, aumentar a expressido de fatores de viruléncia e comprometer a
vigilancia imunolégica (HAJISHENGALLIS; CHAVAKIS, 2021; LAMONT et al., 2018).
O tabagismo, por exemplo, influencia a prevaléncia de bactérias
periodontopatogénicas de acordo com a dose e o0 tempo de exposigao
(CHATTOPADHYAY et al., 2024). Além disso, embora muitas espécies microbianas
mantenham relagbes cooperativas, a disbiose pode alterar essas interagbes e
favorecer o estabelecimento de comunidades patogénicas (VEERAPANDIAN et al.,
2025).

A disbiose do microbioma oral constitui um importante gatilho etiolégico de
doencas inflamatdrias, destacando-se a periodontite e a candidose oral como
condi¢cbes associadas ao desequilibrio homeostatico (HAJISHENGALLIS; CHAPPLE,
2024). Na periodontite, a formacao de biofilmes polimicrobianos complexos representa
um desafio a terapéutica convencional, pois a matriz extracelular protege os
patdogenos tanto da resposta imune quanto da agdo de agentes antimicrobianos
(SANTOS et al., 2025). As interagdes no microbioma oral sdo predominantemente
cooperativas e sinérgicas, favorecendo a estabilidade do biofilme disbidtico em
detrimento das espécies comensais (KILIAN et al., 2026; TELES et al., 2026).

No contexto da candidose, a transicdo de Candida spp. do estado comensal
para o fendtipo patogénico esta frequentemente associada a hospedeiros
imunocomprometidos, nos quais a reducao da vigilancia imunoldgica coincide com a
desorganizagado das comunidades bacterianas residentes (MAKSOUD et al., 2024).
Esse estado disbidtico altera interacdes polimicrobianas e trans-reinos; a diminuicao
de sinais inibitérios bacterianos e as mudangas no microambiente oral, como

variacdes de pH e disponibilidade de carbono, favorecem a hifizagdo, a formacao de
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biofilmes complexos e a invasao tecidual pelo fungo (GULATI; NOBILE, 2023; QU et
al., 2021). Assim, a candidose oral deve ser compreendida nao apenas como uma
infeccdo fungica isolada, mas como manifestacdo de um desequilibrio ecolégico mais
amplo (EIDT et al., 2022).

A candidose oral € uma infecgdo oportunista causada pela proliferacao de
leveduras do género Candida spp., sendo C. albicans a espécie mais prevalente,
embora espécies ndo-albicans apresentem importancia clinica crescente (TALAPKO
et al.,, 2021). O desenvolvimento da doenga esta associado a estados de
imunossupressao, disturbios endocrinos, como diabetes mellitus, alteragdes
hormonais e uso prolongado de antibidticos de amplo espectro, que reduzem a
microbiota bacteriana competidora (GULATI; NOBILE, 2023). Clinicamente, a infec¢ao
pode se manifestar sob diferentes formas, principalmente variantes
pseudomembranosas e eritematosas, refletindo distintos niveis de invasao tecidual e
resposta inflamatéria do hospedeiro (MAKSOUD et al., 2024). O manejo terapéutico
enfrenta limitacbes relacionadas a capacidade de formacao de biofimes e ao
surgimento de cepas com resisténcia intrinseca ou adquirida aos azdis e
equinocandinas, o que aumenta o risco de falhas terapéuticas e recidivas (PAPPAS
et al., 2021; RODRIGUES; HENRIQUES, 2022).

A periodontite, por sua vez, € uma inflamacao crénica e progressiva do
periodonto, caracterizada por inflamagao gengival, sangramento a sondagem, perda
de insergdo periodontal e destruicdo Ossea alveolar, frequentemente associada a
formacgao de bolsas periodontais (CATON et al., 2018). Sua etiopatogénese envolve
uma resposta imune exacerbada frente a biofilmes subgengivais disbioticos, nos quais
Porphyromonas gingivalis se destaca como patégeno-chave (HAJISHENGALLIS;
CHAVAKIS, 2021). Além dos efeitos locais, a periodontite tem sido associada a
condig¢des sistémicas, como infarto agudo do miocardio, sindrome metabdlica e asma
grave (GOMES-FILHO et al., 2020a; GOMES-FILHO et al., 2020b; TAMIYA et al.,
2023). Apesar do conhecimento sobre sua etiopatogénese, as abordagens
terapéuticas ainda se baseiam predominantemente no controle mecanico do biofilme,
apresentando limitagbes quanto a especificidade e a prevencdo de recidivas
(FISCHER et al., 2020).
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Diante das limitagdes inerentes as abordagens terapéuticas convencionais e do
avango consistente da resisténcia microbiana, a investigacdo de sistemas
nanoestruturados tem sido progressivamente incorporada como uma estratégia
complementar no controle de patégenos orais. Nesse cenario, as nanoparticulas de
prata (AgNPs) figuram entre os sistemas mais amplamente descritos, em fungao de
sua atividade antimicrobiana de amplo espectro, sustentada por mecanismos
multialvo, como a desorganizagao da parede celular, a indugédo de espécies reativas
de oxigénio (EROs) e a interagdo com o DNA microbiano (GORAIN et al., 2026;
SIDDIQI et al., 2020). Contudo, apesar de seu potencial, a eficacia das AgNPs nao é
uniforme e pode ser significativamente influenciada por variaveis como tamanho,
concentracao, estabilidade coloidal e interagdo com o microambiente bioldgico, o que
limita a previsibilidade de sua acdo. Nesse contexto, sua inclusdo no presente estudo
nao se configura como eixo central da investigacdo, mas como um referencial
tecnologico, permitindo uma analise comparativa critica e evidenciando que, nas
condicbes experimentais adotadas, as nanoemulsdes apresentaram desempenho
superior.

Paralelamente, os Oleos essenciais (OEs) tém sido apontados como
alternativas biotecnoldgicas relevantes, sobretudo pela complexidade de sua
composi¢cao quimica, que pode dificultar a adaptagdo microbiana e reduzir a
probabilidade de desenvolvimento de resisténcia (KHAMENEH et al., 2021). Ainda
que seus mecanismos de acado estejam majoritariamente associados a
desestabilizagdo da membrana citoplasmatica e a interferéncia em sistemas de
quorum sensing (BAPTISTA et al., 2023), a heterogeneidade composicional desses
metabdlitos e a variabilidade de suas respostas biologicas impdem desafios a
padronizacao e a reprodutibilidade dos efeitos observados. Ademais, a aplicacao
clinica dos OEs em sua forma livre € comprometida por limitacées fisicoquimicas,
como volatilidade elevada e instabilidade oxidativa, que impactam diretamente sua
eficacia terapéutica. Nesse sentido, o desenvolvimento de sistemas nanoestruturados,
como as nanoemulsées, emerge nao apenas como uma solugao tecnoldgica, mas
como uma necessidade para viabilizar o uso mais consistente desses compostos

(MAES et al., 2026). Ao promover o encapsulamento dos principios ativos, esses



22

sistemas minimizam a degradagdo ambiental e favorecem a interagdo com biofilmes
patogénicos, ainda que os mecanismos envolvidos nessa maior penetragdo nao
estejam completamente elucidados (RAZA et al., 2024). Assim, a integracao entre
fitoterapicos e nanotecnologia deve ser compreendida ndo como uma solugéo
consolidada, mas como um campo em expansdo que demanda validagao critica e
padronizagao metodologica (HUANG et al., 2025).

Nesse contexto, as nanoemulsdes (NEs) destacam-se como sistemas
carreadores versateis, particularmente relevantes para a entrega de compostos
hidrofébicos, como os 6leos essenciais, € para a modulagdo de sua interagdo com
biofilmes complexos. Caracterizadas como dispersdes coloidais termodinamicamente
instaveis, porém cineticamente estaveis, constituidas por goticulas em escala
nanométrica, as NEs apresentam elevada area superficial e capacidade de
solubilizacdo de compostos lipofilicos, o que favorece sua biodisponibilidade e
estabilidade no ambiente oral (SHI et al., 2021; YADAV et al., 2023). Ainda que
desafios relacionados a estabilidade a longo prazo, a toxicidade e a padronizagao de
formulagcbes persistam, esses sistemas configuram-se como uma abordagem
promissora para a potencializagdo de compostos bioativos naturais. Nesse sentido,
considerando a necessidade de alternativas terapéuticas mais eficazes e seguras no
controle de infecgbes orais, o presente estudo tem como objetivo avaliar a atividade
antimicrobiana de nanoemulsdes de 6leos essenciais frente a patdgenos associados
a candidose e a periodontite, a fim de analisar criticamente o desempenho desses
sistemas e contribuir para o avango de estratégias nanotecnologicas aplicadas a

Odontologia.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Microrganismos

Entre os microrganismos associados a infec¢des orais, destacam-se espécies
com elevada relevancia clinica na candidose e na periodontite. Considerando a
frequéncia de isolamento em lesdes intraorais e a importancia epidemiolégica, foram
selecionadas as leveduras Candida albicans e Nakaseomyces glabrata (antiga
Candida glabrata) (PAPPAS et al., 2024; TALAPKO et al., 2026a). Em relacédo as
bactérias periodontopatogénicas, foram priorizadas espécies amplamente implicadas
na disbiose periodontal, incluindo Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium
nucleatum, Veillonella parvula, Prevotella melaninogenica e Eikenella corrodens
(HAJISHENGALLIS; CHAPPLE, 2024; LAMONT et al., 2025).

A compreensao das caracteristicas bioldgicas e dos mecanismos de viruléncia
desses microrganismos € fundamental para a proposicdo de estratégias
antimicrobianas mais eficazes, especialmente frente a crescente tolerancia observada

em biofilmes orais.

2.1.1. Porphyromonas gingivalis

Porphyromonas gingivalis (Figura 1) €& um cocobacilo Gram-negativo,
anaerobio estrito, caracterizado por elevada atividade proteolitica. Classificada como
patdgeno-chave da periodontite, sua presenga em sitios periodontais associa-se ao
aumento da profundidade de sondagem e a perda de inser¢ao periodontal (LAMONT
et al., 2025).

O paradigma etiologico da periodontite evoluiu do enfoque em patégenos
isolados para o conceito de disbiose polimicrobiana. Nesse contexto, P. gingivalis atua

como espécie orquestradora capaz de modular a resposta imune do hospedeiro e
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favorecer a transicdo de uma microbiota simbidtica para um estado disbidtico
(HAJISHENGALLIS; CHAPPLE, 2024). Avangos em sequenciamento de nova
geragao e transcriptdmica tém evidenciado a complexa rede de interagdes sinérgicas
no microbioma oral (MEYLE et al., 2026).

Figura 1: Cultura de Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 em meio de cultura agar Brucella
suplementado.

Fonte: O autor.

2.1.2. Fusobacterium nucleatum

Fusobacterium nucleatum (Figura 2) é um bacilo Gram-negativo, anaerébio
estrito e metabolicamente versatil, apresentando elevada heterogeneidade
24ncogéni. Estudos filogenéticos sustentam sua divisdo em subespécies com
diferentes potenciais de viruléncia, incluindo subsp. nucleatum, polymorphum,
vincentii e animalis, esta ultima associada a agravos sistémicos e processos
24ncogénicos (LIU et al., 2024; WU et al., 2025).

Durante a maturagdo do biofilme dentario, F. nucleatum exerce papel de
organismo-ponte, facilitando a co-agregacédo entre colonizadores primarios, como
Streptococcus spp. E Actinomyces spp., e patdgenos anaerobios tardios, incluindo P.
gingivalis e Treponema denticola. Essa capacidade esta relacionada a expressao de
multiplas adesinas, como a RadD, sendo essencial para a transi¢gao da eubiose para
a disbiose periodontal (HAN et al., 2024; ZHOU et al., 2026).
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Figura 2: Cultura de Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum ATCC 25586 em meio de cultura agar
Brucella suplementado.

Fonte: O autor.

2.1.3. Veillonella parvula

Veillonella parvula (Figura 3) € um diplococo Gram-negativo, anaeroébio estrito,
cuja relevancia no biofilme oral esta associada ao seu metabolismo singular. A espécie
nao fermenta carboidratos complexos, utilizando preferencialmente o acido latico
produzido por colonizadores primarios como fonte de carbono e energia (MEYLE et
al., 2026).

Além disso, apresenta elevada capacidade de co-agregagao mediada por
adesinas de superficie, permitindo sua integracdo em comunidades polimicrobianas
em diferentes estagios de maturagdo (HONG et al., 2024; ROJAS-TAPIAS et al.,
2022). Ao converter lactato em acidos organicos mais fracos, como o propionato, V.
parvula contribui para a modulagcdo do pH local e para a manutengao de condigcdes
favoraveis a persisténcia de patégenos acidossensiveis (ZHOU et al., 2025a).
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Figura 3: Cultura de Veillonella parvula ATCC 10790 em meio de cultura agar Brucella suplementado.

Fonte: O autor.

2.1.4. Prevotella melaninogenica

Prevotella melaninogenica (Figura 4) € um bastonete Gram-negativo, anaerdbio
estrito, frequentemente isolado do dorso lingual, da saliva e do biofilme subgengival.
Embora integre a microbiota comensal, pode atuar como 26atobionte em condi¢des
de disbiose, participando ativamente de infecgdes polimicrobianas (KONONEN;
GURSOQY, 2022).

Sua relevancia clinica na periodontite tem sido associada a producdo de
enzimas proteoliticas e vesiculas de membrana externa capazes de intensificar a
destruigao tecidual e a evasao imune (YAMAZAKI et al., 2024). Entretanto, permanece
em debate se a espécie atua como indutora primaria da doenga ou como oportunista
favorecida pelo ambiente inflamatério e consequente disponibilidade nutricional no
microambiente (KOTTRASHETTI et al., 2023; HAJISHENGALLIS; CHAPPLE, 2024).
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Figura 4: Cultura de Prevotella melaninogenica ATCC 25845 em meio de cultura agar Brucella
suplementado.

Fonte: O autor.

2.1.5. Eikenella corrodens

Eikenella corrodens (Figura 5) € um bacilo Gram-negativo, anaerdbio
facultativo, integrante da microbiota orofaringea. Em meios sodlidos, suas colbnias
podem apresentar depressao caracteristica do agar, associada a motilidade mediada
por pili do tipo IV (MEYLE et al., 2026).

Apesar de frequentemente comensal, a espécie atua como patégeno
oportunista relevante na periodontite e em infecgdes sistémicas, incluindo
endocardite. Sua capacidade de co-agregagédo com patdégenos do complexo vermelho
favorece a colonizagdo de nichos subgengivais sob baixa tensdo de oxigénio
(HAJISHENGALLIS; CHAPPLE, 2024; LI et al., 2021).
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Figura 5: Cultura de Eikenella corrodens ATCC 23834 em meio de cultura agar Brucella suplementado.

Fonte: O autor.

2.1.6. Candida albicans

Candida albicans (Figura 6) € um fungo polimérfico cuja plasticidade fenotipica
constitui importante fator de viruléncia na cavidade oral. A transicdo entre formas
leveduriformes, pseudo-hifas e hifas verdadeiras é regulada por estimulos ambientais
e por quorum sensing, sendo fundamental para invasdo tecidual e formagao de
biofilmes (RODRIGUEZ-CERDEIRA et al., 2024; TALAPKO et al., 2026a).

As hifas atuam como estrutura de suporte para adesao a superficies abioticas
e células epiteliais, além de interagirem como sitios de ancoragem para bactérias
colonizadoras tardias em biofilmes polimicrobianos (VILA et al., 2020). Uma vez
estabelecido, o biofilme apresenta matriz extracelular densa que exacerba a
expressdao de fatores de viruléncia e reduz significativamente a eficacia de

antifungicos e da resposta fagocitaria (JABRA-RIZK et al., 2025).

A capacidade de transi¢cao entre os estados morfoldgicos, particularmente da
forma leveduriforme para a hifal, € fortemente induzida in vivo por estimulos como
variagdes de pH e presenga de CO,, sendo determinante para a invaséao tecidual e a
evasao do sistema imune (WEST et al., 2020). No entanto, os protocolos padronizados
de microdiluigdo em caldo (CLSI, 2017) sdo conduzidos em condi¢des que favorecem

predominantemente a forma de levedura, estabelecendo uma divergéncia entre o
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modelo experimental e a dindmica da infecgdo no hospedeiro (LOHSE et al., 2020).
Esse hiato biolégico compromete a acuracia preditiva dos ensaios in vitro, uma vez
que as formas hifais apresentam perfis distintos de expressdo génica e de
suscetibilidade a antifungicos, frequentemente subestimados em condigdes
laboratoriais convencionais (IBANEZ-VARA et al., 2021).

O sinergismo entre C. albicans e o microbioma bacteriano é, portanto, um
determinante critico para a organizagao estrutural dos biofilmes, a persisténcia da
infeccdo e a evasao as abordagens terapéuticas convencionais (CHAKRABORTY et
al., 2024).

2.1.7. Nakaseomyces glabrata

Nakaseomyces glabrata (Figura 6) destaca-se pela elevada capacidade de
colonizagao persistente e evasado imune. Diferentemente de C. albicans, ndo forma
hifas verdadeiras, mas expressa ampla familia de adesinas epiteliais (Epa), que
garantem forte adesao aos tecidos do hospedeiro e a superficies abidticas (TALAPKO
et al., 2026a). A secrecao de exoenzimas, como fosfolipases e hemolisinas, facilita a
degradagdao de membranas celulares e a aquisicao de ferro sistémico, provendo

suporte metabdlico para a invasao tecidual profunda (RODRIGUES et al., 2024).

A espécie apresenta resisténcia intrinseca ou rapidamente adquirida aos azdéis,
especialmente ao fluconazol, frequentemente associada a superexpressao de
bombas de efluxo e a alteragdes no gene ERG11 (PAPPAS et al., 2024; TALAPKO et
al.,, 2026). Esse perfil fenotipico de multirresisténcia tem contribuido para sua
crescente relevancia clinica e para a maior dificuldade no manejo terapéutico de
infeccdes persistentes ou recorrentes (ARENDRUP; PATTERSON, 2025; FISHER et
al., 2026). Nesse contexto, N. glabrata tem emergido epidemiologicamente como a
principal espécie nao-albicans em ambientes odontoldgicos e hospitalares, fendbmeno
impulsionado pela pressdo seletiva decorrente do uso profilatico e empirico de
fluconazol e itraconazol. Tal cenario favorece a substituicdo de espécies sensiveis por
linhagens mais resistentes e de dificil erradicagdo em biofilmes polimicrobianos
(FISHER et al., 2026; ARENDRUP; PATTERSON, 2025).
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Figura 6: Cultura de Candida albicans ATCC 10231 e Nakaseomyces glabrata 15126 em meio de
cultura agar Sabouraud dextrose.

Fonte: O autor.

2.2. Doengas e tratamentos

2.2.1. Periodontite

A periodontite € uma doenca inflamatéria crénica caracterizada por perda de
insercado clinica, formacdo de bolsas periodontais e reabsorcdo &ssea alveolar,
podendo culminar, em estagios mais avancados, na perda dentaria (CATON et al.,
2018; MEYLE et al., 2026). Sua etiopatogénese transcende a simples presenca
bacteriana, sendo definida por uma resposta imune-inflamatéria desregulada do
hospedeiro em face de um biofilme subgengival sinérgico e disbidtico. Nesse
ecossistema, P. gingivalis assume o papel fundamental de patégeno-chave, capaz de
subverter os mecanismos de defesa inata e adaptativa, orquestrando a transicdo da
homeostase para um estado inflamatério destrutivo (HAJISHENGALLIS; CHAPPLE,
2024; LAMONT et al., 2025).

O tratamento baseia-se principalmente no desbridamento mecanico supra e
subgengival, como coadjuvante a utilizagdo de agentes quimicos (colutorios), além de

poder ser complementado por intervengbes cirurgicas o0s quais visam,
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primordialmente, o controle da carga microbiana e a estabilizagdo da perda de
insercao, sem necessariamente promover a restituicao dos tecidos perdidos (MEYLE
et al., 2026; SANZ et al., 2020). As intervengdes cirurgicas buscam o acesso a areas
anatomicamente complexas e a correcao de defeitos infradsseos, embora sua eficacia

seja limitada pela arquitetura do remanescente alveolar (CATON et al., 2018).

Entretanto, essas abordagens apresentam limitagdes, especialmente frente a
complexidade estrutural dos biofilmes e a possibilidade de recolonizacido microbiana
(FISCHER et al., 2020; ZHOU et al., 2025b). Essas limitagbes tém impulsionado a
busca por estratégias adjuvantes, como a utilizacdo de AgNPs e NEs, capazes de
atuar de forma mais especifica sobre biofilmes periodontais, dada a sua capacidade
de penetrar na matriz polimérica extracelular e exercer atividade bactericida multialvo
sobre patdégenos persistentes (YIN et al., 2020; ZHANG et al., 2026).

2.2.2. Candidose bucal

A candidose bucal € uma infecgdo oportunista causada por leveduras do
género Candida, manifestando-se sob diferentes formas clinicas em individuos
imunocompetentes e, com maior gravidade, em hospedeiros imunocomprometidos
(RODRIGUEZ-CERDEIRA et al., 2024). Clinicamente, as apresentacbes sao
estratificadas em variantes pseudomembranosas (formas brancas) e eritematosas,
além de fendtipos especificos como a candidose mucocutanea crbénica, a queilite
angular (queilocandidose) e a candidose multifocal crénica, que exigem diagndsticos
diferenciais precisos (PAPPAS et al., 2024; TALAPKO et al., 2026?). A transicado da
Candida de comensal para patogénica € modulada por fatores predisponentes que
rompem a homeostase do hospedeiro, incluindo o uso prolongado de
antibioticoterapia de amplo espectro, descompensacdo de diabetes mellitus,
alteragbes hormonais (gravidez e contraceptivos), além de estados severos de
imunossupressao decorrentes do HIV/AIDS ou de terapias oncoldgicas citotoxicas e
radioterapicas (FISHER et al., 2026; GORAIN et al., 2026).

O tratamento convencional das candidoses orais baseia-se classicamente em
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farmacos polienos (como a nistatina e anfotericina B) e azéis (como o miconazol e
fluconazol). Contudo, a eficacia desses agentes € comprometida pela emergéncia de
mecanismos de resisténcia intrinseca e adquirida, além da tolerancia fenotipica
inerente a organizagdo em biofilmes (PAPPAS et al., 2024; TALAPKO et al., 2026a).
Esse cenario evidencia a necessidade de abordagens terapéuticas alternativas
capazes de superar mecanismos classicos de resisténcia, como o desenvolvimento
de sistemas baseados em AgNPs e Nes surge como uma alternativa promissora,
oferecendo mecanismos de agao multialvo que superam as barreiras de resisténcia
tradicionais e potencializam a penetragédo de compostos ativos na matriz extracelular
fungica (FISHER et al., 2026; ZHANG et al., 2026).

2.3. Tratamentos alternativos

2.3.1. Nanoparticulas de prata

A nanotecnologia compreende a ciéncia e a engenharia voltadas ao design, a
sintese e a aplicagdo de materiais e sistemas em escala nanométrica (1 a 100 nm),
baseando-se na manipulagao controlada da matéria em niveis atdmicos e moleculares
(KUMAR et al., 2024%; MADAN et al.,, 2026). As vantagens dessa abordagem
decorrem das propriedades fisico-quimicas emergentes que os materiais passam a
apresentar nessa escala. O aumento da raz&o superficie/volume eleva a energia
superficial das nanoparticulas, conferindo maior reatividade quimica e propriedades
Opticas, eletrbnicas e biolégicas distintas daquelas observadas em materiais de
macroescala (ROSS et al.,, 2025; SALEH, 2020). Os nanomateriais possuem
aplicagbes transversais em diferentes areas, desde a conversao energética até a
seguranca alimentar. Entretanto, € na nanomedicina que seu impacto se destaca, com
aplicacbes em biossensores diagndsticos, sistemas de liberagdo controlada de
farmacos e terapias direcionadas para doengas complexas e infecciosas (YIN et al.,
2020; AL-SHARQI et al., 2025).
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Os avancos recentes da nanotecnologia possibilitaram a obtengao de diversos
nanomateriais com propriedades ajustaveis para aplicagdes industriais e biomédicas.
Entre eles, as nanoparticulas de prata (AgNPs) ocupam posicdo de destaque,
podendo ser sintetizadas por rotas fisicas (como ablag&o a laser), quimicas (redugao
por agentes quimicos) ou biolégicas (sintese verde), sendo esta ultima
frequentemente preferida em aplicagbes odontoldgicas devido a menor toxicidade e
maior sustentabilidade (GORAIN et al, 2026; WANG et al., 2024). Embora
apresentem estabilidade quimica e boa condutividade, o principal interesse clinico nas
AgNPs esta relacionado ao seu amplo espectro antimicrobiano. Seu mecanismo de
acgao envolve a liberacao controlada de ions Ag*, capazes de induzir estresse oxidativo
por meio da geragao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e radicais hidroxila. Em
células fungicas e bacterianas, esse processo promove despolarizagdo da membrana,
disfungdo mitocondrial e danos ao DNA e a proteinas enzimaticas, culminando em
morte celular programada e apoptose (AL-SHARQI et al., 2025; ZHANG et al., 2026).

As AgNPs tém se consolidado como plataformas promissoras para o
enfrentamento da resiliéncia microbiana. As propriedades fisico-quimicas como o
diametro hidrodinamico e o potencial de superficie permitem que essas nanoparticulas
atuem ndo apenas como agentes antimicrobianos diretos, mas também como
sistemas carreadores capazes de favorecer a penetracao na matriz extracelular de
biofiimes (MADAN et al., 2026). No caso de Candida spp., a atividade das AgNPs esta
associada ao intenso estresse oxidativo e a ruptura da integridade da parede celular
fungica, contribuindo para superar mecanismos de efluxo que reduzem a eficacia de
antifungicos convencionais (TALAPKO et al., 2026?%; ZHANG et al., 2026).

2.3.2. Oleos essenciais

Os o6leos essenciais de C. flexuosus, O. basilicum, L. dentata, L. angustifolia e
do eugenol possuem amplo espectro antimicrobiano e sinergismo com sistemas
nanotecnoldgicos para o controle de biofilmes orais (SANTOS et al., 2024). Enquanto

o citral e o eugenol apresentam alta eficacia no rompimento de membranas lipidicas,
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as espécies de Lavandula e O. basilicum oferecem estabilidade quimica e baixa

citotoxicidade quando encapsulados (IBRAHIM et al., 2022).

2.3.2.1. Cymbopogon flexuosus

O odleo essencial de Cymbopogon flexuosus (capim-limdo) € um sistema
quimico complexo dominado por aldeidos monoterpénicos, especialmente o citral
(HUANG et al., 2021). Sua riqueza quimica confere ao 6leo uma alta lipofilicidade,
permitindo a ruptura da membrana plasmatica bacteriana e o extravasamento de
conteudo intracelular (FERREIRA et al., 2022). Além do citral, a presenca de mirceno
e geraniol potencializa suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatodrias,
fundamentais para a regeneragao tecidual em aplicagbes dermatolégicas (GOMES et
al., 2024). A volatilidade e a instabilidade desses compostos frente a oxidacao tém
impulsionado o desenvolvimento de sistemas de entrega nanotecnologicos, visando
preservar sua bioatividade antimicrobiana em tratamentos clinicos prolongados (LIMA
et al., 2023).

2.3.2.2. Ocimum basilicum

O dleo essencial de Ocimum basilicum (manjericdo) caracteriza-se por uma
composi¢cado quimica versatil, predominantemente rica em fenilpropanoides como o
estragol e monoterpenos como o linalol, que definem sua marcante atividade biolégica
(AMOR et al., 2021). Essa complexidade quimica permite que o Oleo atue na
desestabilizagdo da integridade da parede celular de patdégenos, demonstrando
eficacia superior no combate a fungos e bactérias gram-positivas (CHANDRAKALA et
al., 2022). Além da agao direta, a sinergia entre o eugenol e o 1,8-cineol presente em
determinados  quimiotipos  potencializa  propriedades anti-inflamatérias e
antioxidantes, essenciais para a cicatrizacdo de feridas e terapias cutaneas
(HOSSEINI et al., 2023).
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2.3.2.3. Lavandula dentata

O dleo essencial de Lavandula dentata diferencia-se de outras lavandas por
sua alta concentragao de 1,8-cineol (eucaliptol), conferindo-lhe um perfil quimico mais
voltado a protecao respiratoria e agao antisséptica (SOUZA et al., 2022). Esses
monoterpenos oxigenados sao responsaveis por alterar a permeabilidade da
membrana mitocondrial de patdégenos, resultando em uma potente atividade
bactericida e antifungica (MOHAMMED et al., 2021). Além disso, a presenca de
fenchona e acetato de linalila atua de forma sinérgica na modulacao de processos
inflamatdrios, o que viabiliza seu uso em terapias para o alivio de dores musculares e
disturbios cutédneos (BOUZIDI et al., 2023).

2.3.2.4. Lavandula angustifolia

O dleo essencial de Lavandula angustifolia, reconhecido mundialmente por sua
pureza e baixa toxicidade, possui uma composi¢cdo quimica marcada pelo equilibrio
entre o linalol e o acetato de linalila (SILVA et al., 2021). Diferente de outras lavandas,
seu baixo teor de canfora e 1,8-cineol favorece uma agao antimicrobiana suave, porém
eficaz, atuando na desintegracdo de membranas lipidicas de patdégenos fungicos e
bacterianos (HAZARIKA et al., 2023). Além da atividade antisséptica, a presenga de
terpinen-4-ol e lavandulol confere propriedades ansioliticas e anti-inflamatérias
potentes, o que viabiliza sua aplicac&o clinica na reducédo do estresse oxidativo e na

aceleragao da cicatrizagdo de queimaduras (ZHU et al., 2022).

2.3.2.5. Eugenol

O eugenol, um fenilpropanoide majoritario no 6éleo de cravo-da-india, €&
amplamente reconhecido por sua estrutura fendlica que lhe confere uma excepcional
capacidade de desnaturagao proteica e lise da membrana citoplasmatica (KUMAR et
al., 2021). Sua composigao quimica simples, mas altamente reativa, permite a inibicao
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de enzimas vitais e a interferéncia no transporte de elétrons bacteriano, ganhando
relevancia em tratamentos odontolégicos analgésicos e antissépticos (MATHEW et
al., 2022). Além da acéo antibacteriana contra cepas de Escherichia coli, por exemplo,
0 eugenol exibe propriedades antifungicas ao degradar o ergosterol da parede de
leveduras, prevenindo a formacéao de biofilmes em dispositivos médicos (TALIBI et al.,
2023).

2.3.3. Nanoemulsoes

As nanoemulsdes sio sistemas coloidais cineticamente estaveis constituidos
por dispersdes heterofasicas (aquosa e oleosa) estabilizadas por compostos
anfifilicos, como tensoativos. Esses agentes reduzem a tensao interfacial e promovem
a formagao de uma barreira mecanica ou eletrostatica, conferindo maior estabilidade
ao sistema ao longo do tempo (KUMAR et al.,, 2026; MADAN et al., 2026). Com
goticulas dispersas em escala nanométrica (tipicamente entre 20 e 200 nm), essas
estruturas apresentam aparéncia translucida caracteristica e elevada area de
superficie ativa. Essa arquitetura favorece aplicagcdes multifuncionais, especialmente
como nanocarreadores para liberagao controlada de farmacos e para a encapsulagao
de compostos bioativos lipofilicos, contribuindo para melhorar a solubilidade, a
estabilidade oxidativa e a biodisponibilidade de fitocomponentes e outras moléculas
hidrofébicas em matrizes complexas (AL-SHARQI et al., 2025; GORAIN et al., 2026).

Além disso, as nanoemulsdes atuam como reservatorios protetores de
compostos hidrofébicos, reduzindo processos de oxidagao e hidrolise prematura dos
bioativos encapsulados. Embora sejam sistemas cineticamente estaveis, sua elevada
eficacia bioldgica esta associada principalmente as dimensdes nanométricas das
goticulas, que proporcionam grande area superficial e favorecem a difusdo e a
transposicao de barreiras biologicas, permitindo interagcdo celular mais rapida e
eficiente (KUMAR et al., 2026; ZHANG et al., 2026). As propriedades fisico-quimicas
dessas formulacdes dependem fortemente da natureza do bioativo e da fragao

volumétrica da fase oleosa empregada, variaveis que influenciam parametros criticos
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como viscosidade, estabilidade térmica (volatilidade), tensdo interfacial e
biocompatibilidade celular. Esses fatores, por sua vez, determinam o perfil de
liberagdo e a substantividade do sistema no microambiente oral (AL-SHARQI et al.,
2025; GORAIN et al., 2026).

2.3.3.1 Nanoemulsao contendo Cymbopogon flexuosus

As nanoemulsbes contendo Cymbopogon flexuosus destacam-se
principalmente pela capacidade de estabilizar o citral, aldeido monoterpénico
majoritario responsavel pela atividade antimicrobiana do o6leo, porém altamente
suscetivel a degradagao oxidativa (IBRAHIM et al., 2022). A nanoestruturacédo desse
O0leo em sistemas Oleo-em-agua atua diretamente na modulagdo da estabilidade
quimica desse composto, reduzindo perdas por volatilizagdo e oxidagao, fatores que
limitam sua aplicagao na forma livre.

Além da protegédo fisico-quimica, a organizacdo do sistema em goticulas
nanométricas favorece interagdes mais eficientes com superficies bioldgicas,
particularmente biofilmes, uma vez que parametros como area superficial e carga
interfacial influenciam a adesdo e a difusdo no microambiente microbiano
(MUKHOPADHYAY et al.,, 2023). Esse aspecto é especialmente relevante em
infeccbes orais, nas quais a matriz extracelular dos biofilmes atua como barreira a
penetracdo de agentes antimicrobianos.

Outro ponto critico refere-se a modulagao da toxicidade local. A encapsulagao
do d6leo essencial em nanoescala contribui para reduzir efeitos irritativos associados a
alta reatividade de seus constituintes, ao mesmo tempo em que preserva a integridade
das células do hospedeiro (RAJ et al., 2023). Adicionalmente, a compartimentalizagéao
dos isémeros geranial e neral no interior das goticulas favorece a manutencgao de seu
efeito sinérgico, possibilitando uma liberagdo mais controlada e um aumento do tempo
de residéncia no sitio de acédo (SHARMA et al., 2024).

2.3.3.2. Nanoemulsao contendo Ocimum basilicum
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As nanoemulsées contendo Ocimum basilicum tém sido amplamente
exploradas em funcdo da necessidade de veicular eficientemente compostos
hidrofébicos como o linalol e o estragol, cujas atividades antimicrobianas e
antioxidantes estao diretamente relacionadas a sua disponibilidade no meio biolégico
(BASAVEGOWDA et al., 2022).

A incorporagao desses fitoconstituintes em sistemas nanoestruturados permite
nao apenas sua dispersdo em matrizes aquosas, mas também a modulacdo de sua
liberagdo, reduzindo perdas associadas a volatilizacdo e a instabilidade quimica. A
reducao do tamanho de goticula para a escala nanométrica altera significativamente
a interacdo do sistema com membranas biologicas, favorecendo a difusdo dos
compostos ativos e potencializando sua acéo sobre estruturas lipidicas bacterianas
(HUSSAIN et al., 2022). Esse comportamento contribui para a obtencdo de efeitos
antimicrobianos em concentragdes inferiores as requeridas para o 6leo essencial em
sua forma livre, evidenciando uma melhoria funcional decorrente da nanoestruturacao.

Além disso, a interface formada pelos tensoativos exerce papel importante na
protecdo dos compostos contra degradagao induzida por fatores ambientais, como a
luz, preservando o perfil quimico do 6leo ao longo do tempo (KUMAR et al., 2024c).
Dessa forma, a nanoemulsificagcdo contendo O. basilicum nao apenas amplia sua
estabilidade, mas também contribui para maior previsibilidade de resposta bioldgica

em aplicacdes envolvendo tecidos vivos.

2.3.3.3. Nanoemulsao contendo Lavandula dentata

As nanoemulsdes contendo Lavandula dentata destacam-se pela capacidade
de compartimentar o 1,8-cineol e o linalol, protegendo esses monoterpenos contra a
rapida volatilizacdo e degradagdo oxidativa (SMAILSS et al.,, 2024). A
nanoestruturagdo em sistemas de alta energia permite a obtencdo de goticulas
monodispersas que favorecem a permeagdo através de barreiras biolégicas
complexas, otimizando a entrega desses compostos bioativos (BAKHSHAEI et al.,
2023).

Essa organizagdo em escala nanométrica contribui para uma liberagcdo mais
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controlada dos fitoconstituintes, favorecendo a manutengdo de suas propriedades
biolégicas ao longo do tempo, particularmente aquelas relacionadas a modulagao
inflamatoria e ao processo de reparo tecidual (TEIXEIRA et al., 2023). Além disso, ao
alterar a cinética de exposicdo dos compostos ativos, a nanoemulsificagao possibilita
a obtencao de efeitos bioldgicos relevantes em concentragdes mais baixas, o que
pode reduzir a ocorréncia de reagdes adversas associadas ao uso direto do 6leo
essencial (GUPTA et al., 2023).

2.3.3.4. Nanoemulsao contendo Lavandula angustifolia

As nanoemulsbes contendo Lavandula angustifolia tém sido amplamente
estudadas devido a sua eficacia na preservacido do acetato de linalila e linalol,
compostos volateis responsaveis por suas propriedades ansioliticas e antimicrobianas
(ARASU et al., 2023). A encapsulacdo em sistemas nanoestruturados permite que
essas moléculas hidrofobicas sejam dispersas em meios aquosos com alta
estabilidade coloidal, evitando a separacéo de fases e a degradacgao induzida pela luz
(KASSEM et al., 2023).

Além disso, a redugdo do tamanho de particula para a escala nanométrica
aumenta a biodisponibilidade cutanea, permitindo que os fitoconstituintes atravessem
o estrato corneo de forma mais eficiente (MISHRA et al., 2022). A nanoestruturagéo
nao apenas mantém o perfil quimico original do 6leo, mas também reduz a toxicidade
celular, tornando-o ideal para aplicagbes biomédicas e odontoldgicas (SILVA et al.,
2023).

2.3.3.5. Nanoemulsao contendo Eugenol (método de alta energia)

As nanoemulsdes contendo eugenol obtidas por método de alta energia, como
a ultrassonificagao, caracterizam-se pela formacao de sistemas com distribuigcdo de
tamanho de goticula mais controlada e elevada estabilidade cinética (AL-MAHTURI et
al., 2023). O intenso cisalhamento promovido por esse aporte energético intenso
favorece a dispersao eficiente da fase oleosa, resultando em encapsulagdo mais
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homogénea do eugenol, composto cuja elevada reatividade quimica o torna suscetivel
a degradacgao oxidativa e a volatilizacdo (FERREIRA et al., 2023).

A reducédo do didametro médio das goticulas para a escala nanométrica modifica
a dindmica de interacéo do sistema com o0 meio aquoso, ampliando a area de contato
e favorecendo a disponibilidade do composto ativo, o que contribui para a
intensificagdo de sua atividade biolégica mesmo em condigbes de baixa solubilidade
intrinseca (OLIVEIRA et al.,, 2023). No entanto, o uso de altas energias de
processamento pode influenciar a integridade estrutural de compostos fendlicos
sensiveis, indicando a necessidade de controle rigoroso das condigdes operacionais
para preservar a funcionalidade do sistema (SILVA; COIMBRA; MOURA, 2022).

2.3.3.6. Nanoemulsao contendo Eugenol (método de baixa energia)

As nanoemulsdes contendo eugenol por método de baixa energia, como a
rotaevaporacgao, se baseiam no aproveitamento das propriedades fisico-quimicas dos
tensoativos e do sistema Oleo/agua para promover a formagédo espontanea de
goticulas em escala nanométrica (COSTA et al., 2022).

Diferente dos processos mecanicos, as técnicas de baixa energia utilizam o
balanco hidrofilico-lipofilico (HLB) e a solubilidade do eugenol para gerar sistemas
termodinamicamente estaveis com baixo consumo energético (MARTINS et al., 2023).
A escala nanométrica alcangada por esses métodos facilita a difusdo do eugenol
através de barreiras biologicas, otimizando sua agao antimicrobiana (RODRIGUES et
al., 2023). Além disso, a auséncia de etapas de cisalhamento mecanico intenso
preserva a integridade estrutural dos compostos fendlicos, resultando em formulagdes

com alta carga de farmaco e excelente perfil de seguranga (SOUZA et al., 2024).
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana de nanoemulsées contendo 6leos essenciais
frente a Candida spp. e bactérias periodontopatogénicas, correlacionando sua eficacia
microbiolégica com propriedades fisico-quimicas e citotoxicidade em células
mononucleares periféricas humanas, utilizando nanoparticulas de prata como

referencial comparativo.

3.2. Especificos

v" Sintetizar nanoemulsdes contendo Oleos essenciais com caracteristicas
adequadas de estabilidade e reprodutibilidade, bem como preparar

nanoparticulas de prata para fins comparativos.

v' Caracterizar fisico-quimicamente as nanoparticulas de prata e as
nanoemulsées quanto ao tamanho de particula, indice de polidispersao,

potencial zeta, propriedades opticas e estabilidade.

v Identificar o perfil taxondmico da microbiota subgengival de individuo com
periodontite por sequenciamento de nova geracgdo, visando a selegao de

isolados clinicos relevantes.

v" Determinar a concentracéo inibitéria minima das nanoparticulas de prata e das
nanoemulsodes frente a cepas de referéncia (ATCC) e aos isolados clinicos

identificados.

v Investigar a biocompatibilidade das nanoemulsdes de 6leos essenciais em
células mononucleares do sangue periférico humano, estabelecendo
parametros de seguranga bioldgica.

v' Analisar os efeitos de nanoemulsdes contendo 6leos essenciais, em

concentragdes inibitorias, sobre fatores de viruléncia e a formagao de biofilmes
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multiespécies, visando subsidiar a aplicagao futura em terapias tépicas para o

controle de patdégenos orais.



43

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Sintese das nanoparticulas de prata (AgNPs)

A sintese das nanoparticulas de prata (AgNPs) foi realizada com base no
método descrito por Almaquer et al. (2019). Inicialmente, preparou-se uma solugao de
NaBH, a 2 mM em agua ultrapura, mantida sob banho de gelo e agitagado magnética.
Em seguida, 10 mL de AgNO; (1 mM) foram adicionados gota a gota a solugao
redutora. Posteriormente, adicionaram-se 5 mL de Na;CcHsO,, também de forma
gradual. A mudanca imediata da coloragdo da solugao para amarelo-claro indicou a

formacéo das nanoparticulas de prata.

4.2. Caracterizagao das nanoparticulas de prata (AgNPs)

A caracterizagao espectroscopica das AgNPs foi realizada por espectroscopia
de absorcao no UV-Vis, visando monitorar a formacao e o comportamento éptico das
nanoparticulas, uma vez que variagbes de tamanho podem influenciar suas
propriedades bioldgicas e o perfil de citotoxicidade (AL-SHARQI et al., 2025; ROSS et
al., 2025).

Adicionalmente, empregou-se a Microscopia Eletrénica de Transmisséo (TEM)
para avaliagcdo morfolégica e estrutural, permitindo a determinacao da forma, da
cristalinidade e da distribuicdo granulométrica das nanoestruturas (KUMAR et al.,
2024b; MADAN et al., 2026).

Ressalta-se que a utilizagdo das nanoparticulas de prata contribuiu para a

validagao dos ensaios microbiolégicos empregados.

4.3. Preparagao das nanoemulsdes contendo 6leos essenciais
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4.3.1. Nanoemulsdo contendo 6leo essencial de Lavandula dentata e nanoemulsao

contendo 6leo essencial de Lavandula angustifolia

As nanoemulsdes foram preparadas na concentracédo de 5% de 6leo essencial
(Vimontti Agroindustria Sao Caetano Ltda., Santa Maria, RS, Brasil). A fase oleosa foi
composta por 5% de 6leo essencial e 2% do tensoativo 44uffered4444 de 44 uffered44
(Span 80®), enquanto a fase aquosa continha 2% de 44uffered4444044 80 (Tween
80®) e 50 mL de agua ultrapura.

As fases foram pesadas separadamente e homogeneizadas sob agitacédo
magnética, sem aquecimento, por 15 minutos. Em seguida, a fase aquosa foi
submetida a agitagdo de 10.000 rpm em Ultra Turrax® por 15 minutos.
Posteriormente, a fase oleosa foi injetada na fase aquosa, e a formulagao permaneceu
sob agitacao de 17.000 rpm por 30 minutos. Durante todo o processo, a temperatura
foi controlada em banho de gelo (GUNDEL et al., 20182).

4.3.2. Nanoemulsao contendo 6leo essencial de Cymbopogon flexuosus

A fase oleosa foi composta por 5% de 6leo essencial de Cymbopogon flexuosus
(Ferquima Industria e Comércio Ltda., Vargem Grande Paulista, SP, Brasil) e 2% de
Span 80®, enquanto a fase aquosa continha 2% de Tween 80® e 25 mL de agua

ultrapura.

As fases foram pesadas separadamente e homogeneizadas sob agitagao
magnética por 15 minutos. Em seguida, a fase aquosa foi submetida a agitagao de
10.000 rpm em Ultra Turrax® por 15 minutos, seguida da inje¢ao da fase oleosa com
auxilio de pipeta calibrada em 2 mL. A formulacao foi entdo mantida sob agitacao de
17.000 rpm por 30 minutos. Todo o processo foi feito com controle de temperatura em
banho de gelo, conforme Guindel et al. (20182), com modificagdes.
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4.3.3. Nanoemulsao contendo d6leo essencial de Ocimum basilicum

A fase oleosa foi constituida por 7,5% de 6leo essencial de Ocimum basilicum
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e 2% de Span 80®, enquanto a fase aquosa

continha 2% de Tween 80® e 50 mL de agua ultrapura.

Apos pesagem e homogeneizacgao inicial das fases por agitacdo magnética
durante 15 minutos, a fase aquosa foi submetida a agitagdo de 10.000 rpm em Ultra
Turrax® por 15 minutos. A fase oleosa foi entdo adicionada, mantendo-se agitagao de
17.000 rpm por 30 minutos. O processo foi conduzido sob banho de gelo, conforme
Gundel et al. (2018b).

4.3.4. Nanoemulsao contendo Eugenol (Método de alta energia)

A fase oleosa foi composta por 3,3% de eugenol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) e 2% de Span 80®, enquanto a fase aquosa continha 2% de Tween 80® e 25

mL de agua ultrapura.

Apos pesagem e homogeneizacado por 15 minutos sob agitacdo magnética, a
fase aquosa foi submetida a agitacdo de 10.000 rpom em Ultra Turrax® por 15 minutos.
A fase oleosa foi entdo injetada na fase aquosa com um funil adaptado em uma
ponteira. A formulagdo foi mantida em agitagdo de 17.000 rpm por 30 minutos, sob

controle de temperatura em banho de gelo (VELHO et al., 2018).

4.3.5. Nanoemulsao contendo Eugenol (Método de baixa energia)

Utilizou-se a técnica de emulsificacdo espontanea proposta por Bouchemal et
al. (2004) e adaptada por Velho et al. (2018).

A fase oleosa foi composta por 3,3% de eugenol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA), 0,8% de Span 80® e 67 mL de acetona. A fase aquosa continha 0,8% de Tween

80® e 134 mL de agua ultrapura. Apds pesagem e homogeneizagao das fases por 15
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minutos, utilizando um agitador magnético (sem aquecimento), a fase oleosa foi
injetada na fase aquosa com auxilio de um funil, sob agitagdo moderada e constante,

mantida por 10 minutos apos a inversao de fase.

Posteriormente, o solvente orgéanico e parte da agua foram removidos em

rotaevaporador (80 rpm, 40 °C), ajustando-se o volume final para 25 mL.

4.4. Caracterizagao fisico-quimica das nanoemulsées contendo Oleos

essenciais e nanoemulsées contendo eugenol

O diametro médio de goticula, indice de polidispersdo, potencial zeta,
morfologia e pH das formulagbes foram determinados em triplicata, com resultados

expressos como média *+ desvio padrao.

4.4 1. Determinacgao do diametro médio de goticula e indice de polidispersao

As analises foram realizadas por espalhamento dinamico de luz (Zetasizer®
Nano-ZS, modelo ZEN 3600, Malvern). As amostras foram diluidas 500 vezes em
agua ultrapura previamente filtrada , com o uso de uma seringa e membrana com

porosidade de 0,45 um de diametro (Millipore®).

A morfologia foi avaliada por Microscopia de Forca Atomica (Agilent
Technologies 5500). As amostras foram diluidas 10 vezes em agua ultrapura, e uma
gota foi depositada sobre a mica clivada, deixando-a secar. As imagens foram obtidas
utiizando o modo sem contato com pontas SSS-NCL de alta resolugao
(Nanosensores, constante de forga = 48N/m e frequéncia de ressonancia = 154 kHz),
com captura e analise realizadas utilizando os softwares PicoView 1.14.4 (Molecular

Imaging Corporation) e Picolmage 5.1, respectivamente (KRAWCZAK et al., 2023).
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4 .4.2. Potencial Zeta

O potencial zeta foi determinado por microeletroforese Doppler a laser
(Zetasizer® Nano-ZS, Malvern). As amostras foram diluidas 500 vezes em solug&o de

NaCl 10 mM previamente filtrada (0,45 ym).

4.4.3. Avaliagao de pH

O pH foi medido diretamente nas formulagdes utilizando potencidmetro

calibrado (DM22, Digimed®) com solu¢des padrao de pH 4,0 e 7,0.

4.5. Selecao dos participantes e avaliagao clinica

Trata-se de um estudo exploratorio conduzido com voluntarios maiores de 18
anos diagnosticados com periodontite e atendidos na clinica odontolégica do
NUPPIIM/UEFS (CONSEPE 079/2009). Em funcdo do 47uffered exploratorio da

investigacao, nao foi realizado calculo amostral.

Adicionalmente, amostras fungicas foram coletadas de lesdes de candidose
oral de 16 individuos maiores de 18 anos, soropositivos para HIV, atendidos no

Hospital Universitario Professor Edgard Santos (HUPES), Bahia, Brasil.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa do HUPES (Parecer
n°® 1.035.826), e todos os participantes assinaram o termo de consentimento livre e

esclarecido.

Critérios de exclusao: fumantes, gestantes, individuos incapazes de responder
a anamnese e aqueles que utilizaram antibidticos ou anti-inflamatoérios nos ultimos

seis e trés meses, respectivamente.
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4.6. Diagnéstico da candidose e coleta dos fungos

O diagndstico clinico da candidose oral, em individuos vivendo com HIV,
baseou-se na identificacdo de fendtipos clinicos classicos da doenca. Foram
considerados: a variante pseudomembranosa, caracterizada por placas brancas ou
amareladas destacaveis a raspagem manual, que revelam base eritematosa
subjacente; a forma eritematosa, manifestada por areas de atrofia papilar e rubor
difuso, frequentemente associadas a sintomatologia dolorosa ou sensagao de ardor;
e a queilite angular, identificada por fissuras e eritema nas comissuras labiais
(CZAJKA et al., 2025; HELLSTEIN; MAREK, 2024). Esses achados clinicos foram
avaliados em conjunto com dados da anamnese, incluindo a presencga de disgeusia e

xerostomia.

Apos a identificagdo clinica das lesdes compativeis com candidose oral,
procedeu-se a coleta do material biolégico para isolamento microbioldgico, utilizando
swabs de 48uffe estéreis. Para garantir a viabilidade das cepas e mitigar a proliferagéo
de contaminantes, as amostras foram imediatamente transferidas para tubos
contendo meio seletivo 48uffered48480 (RODRIGUEZ-CERDEIRA et al., 2024) e
transportadas ao Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular (LABIMUNO) da

Universidade Federal da Bahia.

Posteriormente, procedeu-se a ativagdo e repique das cepas em meio agar
Sabouraud dextrose (DAS; Kasvi, Italia), com incubagdo a 37 °C por 48 horas. A
identificacdo fenotipica em nivel de espécie foi conduzida por meio de um painel
bioquimico de assimilacdo (auxanograma), avaliando-se a capacidade de utilizagao
de diversas fontes de carbono (como Maltose, Inositol, Lactose, Galactose e
Melibiose) e fontes de nitrogénio (como o Nitrato), além da atividade enzimatica da
Ureia e Fenoloxidase. Apds a caracterizagao taxondmica, as cepas foram preservadas
em solugao salina (0,85%) com glicerol (20%) e armazenadas em freezer (-20 °C),

garantindo a estabilidade genética e viabilidade para ensaios futuros.

O protocolo de amostragem e transporte seguiu as diretrizes recomendadas

para o manejo de microrganismos oportunistas em pacientes sistemicamente



49

comprometidos, assegurando condi¢gdes adequadas para a posterior identificagao
microbiolégica e para os ensaios de sensibilidade antimicrobiana (PAPPAS et al.,
2024; OLIVEIRA et al., 2024; TALAPKO et al., 2026b).

4.7. Caracterizagao clinica periodontal e coleta de material biolégico

A amostra foi composta por uma unica participante do sexo feminino,
diagnosticada com periodontite em Estagio Ill, de acordo com a classificagdo das
doencas periodontais proposta por Caton et al. (2018). A voluntaria foi recrutada no
Programa de Extensédo em Periodontia da Universidade Estadual de Feira de Santana
(UEFS), Bahia, Brasil. O estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da instituicdo (protocolo n® 1.344.223).

A participante apresentava bom estado sistémico geral, era ndao fumante, nédo
estava gestante e nao possuia historico recente de uso de antibiéticos (nos ultimos
seis meses) ou anti-inflamatérios (nos ultimos trés meses). O diagndstico clinico da
periodontite foi estabelecido por meio de exame periodontal completo, considerando
os critérios de perda de insercao clinica (NIC) interproximal em dois ou mais dentes
nao adjacentes, ou perda de insergao clinica =2 3 mm associada a profundidade de
sondagem (PS) =2 4 mm em pelo menos quatro elementos dentarios. A avaliacéao
periodontal foi realizada em seis sitios por dente, incluindo as faces mésio-vestibular,
vestibular, disto-vestibular, mésio-lingual/palatina, lingual/palatina e disto-
lingual/palatina.

A presenca de sangramento a sondagem (SS) nesses sitios foi utilizada como
indicador clinico de atividade inflamatdria periodontal. Esse conjunto de critérios
clinicos permitiu caracterizar um quadro de periodontite estabelecida, com perda

significativa de suporte periodontal e potencial progressao da destruigao tecidual.

4.7.1 Coleta de Biofilme

Apds o exame clinico periodontal, foram realizados os procedimentos de coleta
do biofilme subgengival para a avaliagao do potencial antimicrobiano e para a analise
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metagendémica, bem como a coleta de sangue periférico para os ensaios de
citotoxicidade, ambos conduzidos previamente ao inicio do tratamento periodontal.

Apos a limpeza da superficie dentaria com gaze estéril para remogédo do
biofilme supragengival, o biofilme subgengival foi coletado utilizando-se uma cureta
Gracey estéril. Realizou-se a coleta em seis sitios (um por sextante), selecionando-
se, em cada sextante, o sitio com maior profundidade de sondagem (> 4 mm).

O material obtido dos seis sitios foi agrupado em um unico tubo de
microcentrifuga contendo 200 pyL de tampao salino fosfato (50uffered50 50uffered
saline — PBS) 0,15 M, pH 7,4, estéril. A amostras foi imediatamente armazenadas a
=70 °C.

4.7.2 Coleta de sangue

A coleta de sangue periférico foi realizada por pungdo venosa na regidao da
fossa antecubital, utilizando sistema de coleta a vacuo. Previamente ao procedimento,
a regiao foi submetida a assepsia com solugdo alcodlica a 70%, seguindo as
recomendacgdes de biosseguranga para coleta de material biologico.

A amostra sanguinea foi coletada em tubo contendo anticoagulante heparina
(BD Vacutainer®, Becton Dickinson, New Jersey, EUA), a fim de preservar a
viabilidade celular para os ensaios subsequentes. Apds a coleta, os tubos foram
mantidos em temperatura ambiente e encaminhados imediatamente ao laboratério
para processamento e isolamento das células mononucleares do sangue periférico

(CMSP), utilizadas na avaliagcao de citotoxicidade.

4.8. Avaliagao do potencial antimicrobiano

Para a avaliacao antibacteriana, foram utilizadas as seguintes cepas de
referéncia: Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, Fusobacterium nucleatum ATCC
25586, Prevotella melaninogenica ATCC 25845, Eikenella corrodens ATCC 23834 e
Veillonella parvula ATCC 10790. Adicionalmente, foram incluidas bactérias isoladas
do biofilme subgengival, sendo a amostra identificada como 1 Bf. As culturas
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bacterianas foram previamente cultivadas por 07 dias.

As cepas de referéncia e o isolado clinico (1 Bf) foram submetidos ao teste de
concentracgéo inibitéria minima (MIC) sob condi¢gbes de anaerobiose estrita, utilizando
jarras herméticas associadas ao sistema gerador de anaerobiose Anaerobac®
(Probac do Brasil Produtos Bacterioldgicos Ltda., Brasil). Esse sistema promove a
geracao de uma atmosfera anaerdbia controlada, composta por aproximadamente
80% de N,, 10% de H, e 10% de CO,, assegurando a reducgao do oxigénio livre no
interior da camara (BOYLE et al., 2023).

As placas foram incubadas a 37 °C por 07 dias, periodo necessario para
permitir o crescimento e a atividade metabdlica de bactérias anaerdbias
periodontopatogénicas fastidiosas, como Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium
nucleatum. A manuteng¢ao da anaerobiose foi monitorada por meio de indicadores de
oxirredugao, confirmando a adequacdo do ambiente para o desenvolvimento de
microrganismos associados aos complexos vermelho e laranja da microbiota
periodontal (ALAUZET et al., 2021).

Para o preparo do meio, utilizou-se o Agar Brucella (Kasvi, PR, Brasil),
acrescido de 5 g/L de extrato de levedura, as solugbes de hemina (5 mg/L) e
menadiona (1 mg/ L) e esterilizado em autoclave (121°C, 15 min) (CLSI, 2023; JIALI
et al., 2022).

Para a analise antifungica, foram utilizadas as linhagens Candida albicans
ATCC 10231 e Nakaseomyces glabrata ATCC 15126, bem como isolados clinicos
obtidos de lesbes de candidose da mucosa bucal (OLIVEIRA et al., 2024). Os isolados
foram denominados 1Ca, 2Ca, 3Ca, 4Ca, 5Ca e 6Ca para Candida albicans, e 1Cg,
2Cg e 3Cg para Nakaseomyces glabrata. As leveduras também foram previamente

cultivadas por 48 h.

4.8.1. Concentragao Inibitéria Minima (MIC)

A determinacdo da concentragdo inibitéria minima (MIC) foi realizada pelo
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método de microdiluicdo em caldo, conforme as diretrizes do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2017; CLSI, 2023).

Posteriormente, para a determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima
(CBM) e da Concentragao Fungicida Minima (CFM), aliquotas de 10 pyL dos pogos
correspondentes a MIC, a concentracdo imediatamente inferior e a imediatamente
superior foram semeadas em meios de cultura sélidos especificos (Agar Brucella
suplementado ou Agar Sabouraud dextrose). Apds incubacdo por 05 dias e 48 h,
respectivamente, a auséncia de crescimento colonial indicou a atividade letal dos
compostos, permitindo verificar se a MIC era coincidente com os valores de CBM/CFM
ou se os agentes possuiam apenas perfil inibitério. Esse protocolo seguiu as
padronizagdes classicas para determinacdo do potencial biocida em relacdo ao
bacteriostatico/fungistatico (MENDES et al., 2022).

4.8.1.1. Técnica de microdiluicao

A suspensao-padrédo de leveduras e bactérias foi homogeneizada em vortex
por 15 segundos. Em seguida, realizou-se uma diluigdo inicial de 1:50 em meio de
cultura apropriado (caldo Sabouraud dextrose ou caldo Brucella suplementado),
seguida de nova diluigdo na proporgao de 1:20, utilizando os mesmos meios, para
obtengao do inéculo 2% concentrado (1 x 10° a 5 x 10° UFC/mL). Apds a distribuicdo
em placas de poliestireno de 96 pocos, o in6culo foi diluido na proporcdo de 1:1,

atingindo a concentracgao final de 0,5 x 10®a 2,5 x 10® UFC/mL.

Os ensaios foram conduzidos em placas estéreis e descartaveis de 96 pocos
em formato “U”. As solucdes das substancias testadas, em concentracdo 2x, foram
distribuidas nas fileiras iniciais em volumes de 100 uL, sendo a primeira fileira
correspondente a maior concentracdo e a ultima a menor concentragao testada. Em
seguida, cada pocgo recebeu 100 pyL da suspensdo do in6culo 2x concentrado,

promovendo a diluicao final das substancias e do in6culo.

Os pocos de controle de crescimento continham 100 pL de meio estéril sem a

substancia teste, acrescidos de 100 pL do indculo 2% concentrado. As placas foram
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incubadas em estufa bacteriolégica a 37 °C e avaliadas quanto a presenga ou
auséncia de crescimento visivel. A leitura foi realizada apdés 48 h para as cepas
fungicas e apos 7 dias para as cepas bacterianas, conforme as recomendagdes do
CLSI (2017; CLSI, 2023). Como controle positivo de inibigdo foram utilizados o
ciclopirox olamina para as cepas fungicas, e cloranfenicol para as bactérias

periodontopatogénicas.

4.9. Avaliagao de citotoxicidade (MTT)

A citotoxicidade das formulagdes foi avaliada por meio do ensaio colorimétrico
de MTT, que mensura a conversdao do brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio] em cristais de formazan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Este
ensaio foi empregado como triagem inicial de biocompatibilidade das nanoparticulas

de prata e das nanoemulsdes.

Inicialmente, as células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram
isoladas por gradiente de densidade (Histopaque®, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) e posteriormente submetidas a contagem celular. As CMSP foram semeadas
em placas de cultura de 96 pogos (Costar®, Nova lorque, EUA) na densidade de 1 x
108 células/pogo, mantidas em meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute)
suplementado com 1% de antibidtico/antimicotico e 10% de soro fetal bovino. Os

ensaios foram realizados em triplicata técnica para cada condigao experimental.

As células foram expostas as nanoparticulas de prata estabilizadas em citrato
de sbédio e as nanoemulsdes. Para as AgNPs, utilizou-se o citrato de soédio
isoladamente como controle do veiculo (KZRYZOWSKA et al., 2021). Como controle

positivo de citotoxicidade, empregou-se DMSO a 50%.

As placas contendo os tratamentos e controles foram incubadas por 48 h
(fungos) e 07 dias (bactérias) a 37 °C em atmosfera com 5% de CO,. Apds o periodo
de incubacao, procedeu-se ao ensaio de MTT conforme as recomendagdes do
fabricante. Em seguida, as leituras foram realizadas por espectrofotometria no

comprimento de onda de 570 nm para determinacao da densidade optica.
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4.10. Extracao de DNA do biofilme bacteriano

A extracdo do DNA bacteriano das amostras de biofilme subgengival foi
realizada de acordo com as instru¢gdes do kit PureLink™ Genomic DNA Mini Kit
(Invitrogen, Carlsbad, EUA). A concentracdo e a pureza do DNA obtido foram
determinadas por espectrofotometria utilizando o equipamento NanoDrop Lite
(Thermo Fisher Scientific, Wilmington, EUA). Apds a extracdo, as amostras foram
agrupadas e redistribuidas em duas aliquotas, destinadas as analises subsequentes

de sequenciamento.

4.11. Andlise metagendmica

A caracterizacao das bactérias presentes no biofilme subgengival foi realizada
por sequenciamento de alta performance das regides V3—-V4 do gene do rRNA 16S.
A amplificacdo foi conduzida com primers especificos para V3-V4, 341F
(CCTACGGGRSGCAGCAG) e 806R (GGACTACHVGGGTWTCTAAT). O
sequenciamento foi executado na plataforma MiSeq Sequencing System (lllumina
Inc., EUA).

Para controle de qualidade, os arquivos FASTQ foram submetidos a filtragem,
com remogao de sequéncias truncadas e de baixa qualidade (pontuagao Phred < 20)
utilizando o software Trimmomatic (MOUSTAFA et al., 2020). As leituras pareadas

(paired-end) foram entao alinhadas e unidas em contigs.

Na etapa subsequente, singletons e sequéncias quiméricas foram removidos
por meio do software Mothur (KOZICH et al., 2013). Esse processamento resultou em
um conjunto de sequéncias de alta qualidade, utilizado para a analise taxon6mica e

para a avaliagdo da composi¢cao microbiana do biofilme subgengival.

4.12. Analise estatistica
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Para a analise estatistica, os dados de viabilidade celular (MTT) foram
inicialmente submetidos a verificagdo da distribuicdo normal. As comparagdes entre
as medias dos grupos experimentais foram realizadas por meio da Analise de
Variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo post hoc de Dunnett para a identificagao
de diferencas significativas em relagdo ao grupo controle (células ndo tratadas). O
nivel de significancia adotado para todas as analises foi de 5% (p < 0,05), utilizando o
teste t de Dunnett bilateral para comparar cada tratamento individualmente com a

referéncia estabelecida.
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5. RESULTADOS

5.1. Preparacao das nanoemulsoes e sintese das Nanoparticulas de prata

Apos a preparagao, o primeiro indicio da formagcado de nanoemulsdo foi a
mudanc¢a da coloragao, passando de transparente para branco leitoso, conforme
ilustrado na Figura 7 A. E apds a sintese da AgNp, houve também mudanca de
coloragao, passando do transparente para dourado (Figura 7 B).

Figura 7: Solugdo com nanoemulsao contendo Lavandula dentata, logo apos preparagao (A). Solugao

\ B 4

contendo AgNp, logo apos sintese (B).

Fonte: o autor.

5.2. Caracterizagao das nanoemulsodes e das nanoparticulas de prata

Foram analisados tamanho, indice de polidispersao, potencial Zeta (mV) e pH
das nanoemulsdes, como observado na Tabela 1.

As NEs desenvolvidas apresentaram caracteristicas fisico-quimicas indicativas
de sistemas coloidais estaveis e nanométricos, com didmetros de goticula variando
entre 88 £ 0,76 nm (NE — Eugenol, alta energia) e 123 + 0,21 nm (NE — Eugenol, baixa
energia) (Tabela 1). O indice de Polidispersdo manteve-se majoritariamente abaixo de
0,25, com excecao das formulagdes contendo L. dentata (0,47) e Eugenol via alta
energia (0,35), sugerindo uma distribuicdo de tamanho homogénea para a maioria das

amostras. O Potencial Zeta revelou valores negativos em todas as formulagdes,
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variando de -6,16 + 0,27 mV a -15,13 £ 1,21 mV, o que sinaliza estabilizagdo por
mecanismos de repulsdo eletrostatica e/ou estérica. Quanto ao perfil de pH, as
formulagbes de Lavandula e C. flexuosus apresentaram carater mais acido (aprox.
4,1), enquanto as NE contendo Eugenol e O. basilicum aproximaram-se da
neutralidade (5,29 a 6,38), propriedades fundamentais para a compatibilidade

biolégica no microambiente oral.

Tabela 1: Caracterizacao fisico-quimica das nanoemulsdes.

NE — C. flexuosus 111+0,78 0,18 + 0,01 -6,94 £ 0,76 417
0,04

NE — O. basilicum 116 £ 0,25 0,18 £ 0,01 -6,16 £ 0,27 529+
0,03

NE — Eugenol (Método de alta 88+0,76 0,35+ 0,00 -7,81+£0,17 6,38 +
energia) 0,05

NE — Eugenol (Método de 123 £ 0,21 0,20 + 0,01 -15,13 £ 1,21 6,28 +
baixa energia) 0,15

NE — Lavandula dentata 95+ 2,97 0,47 £ 0,10 -6,32 £ 1,29 4,07 £
0,00

NE — Lavandula angustifolia 97 £ 0,19 0,21 £ 0,00 -9,07 £ 1,16 4,06 +
0,02

Legenda: NE — nanoemulsao

E para corroborar a analise de tamanho e determinar a morfologia das

nanoemulsdes testadas, utilizou-se a microscopia de forga atdmica (MFA) (Figura 8).
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Figura 8: Microscopia de Forga Atdmica das nanoemulsdes de 6leos essenciais. A) NE contendo C.
flexuosus. B) NE contendo O. basilicum. C) NE contendo Eugenol (Alta energia). D) NE contendo
Eugenol (Baixa energia). E) NE contendo L. dentata. F) NE contendo L. angustifolia.
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Fonte: o autor.

A caracterizagdo da AgNp foi realizada por espectroscopia UV-Vis para
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determinar presencga, tamanho e estabilidade dessas particulas (Figura 9) e a
morfologia determinada por microscopia eletrénica de transmissao (Figura 10).

A sintese das nanoparticulas de prata foi confirmada pela banda de
Ressonancia Plasménica de Superficie (SPR) centrada em aproximadamente 420 nm,
apresentando excelente correlagdo com o modelo tedrico. A analise por microscopia
eletrénica de transmissao (MET) revelou uma morfologia predominantemente
esférica, com dimensdes consistentes com a escala nanométrica indicada pela barra
de 50 nm. A discreta largura superior do espectro experimental em relagcéo a teoria
sugere uma leve polidispersao de tamanhos, fato corroborado pela distribuicdo
observada na micrografia. Assim, os dados 6pticos e estruturais ratificam o sucesso
do método de obtengédo das AgNPs.

Figura 9: Espectros de absorgdo UV-Vis experimental e teérico da nanoparticula de prata sintetizadas.
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Figura 10: Nanoparticulas de prata obtidas por microscopia eletrénica de transmisséo.
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5.3. Atividade antimicrobiana das nanoemulsoes

Os resultados (Tabelas 2 — 13) referentes a atividade antimicrobiana das
nanoemulsdées contendo 6leos essenciais de Cymbopogon flexuosus, Ocimum
basilicum, Lavandula dentata e Lavandula angustifolia, bem como das formulagdes
contendo eugenol obtidas por métodos de alta e baixa energia, foram determinados
por meio da avaliagdo da concentragdo inibitéria minima (MIC). Para os isolados
fungicos, também foi determinada a concentragao fungicida minima (CFM), enquanto
para os isolados bacterianos foi avaliada a concentragao bactericida minima (CBM).

De modo geral, observou-se que os valores de CFM coincidiram ou foram muito
préximos aos valores de MIC para a maioria dos isolados fungicos, indicando que as
concentracdes necessarias para inibir o crescimento foram também suficientes para
promover a morte celular fungica. De forma semelhante, para os isolados bacterianos
os valores de CBM coincidiram com os valores de MIC, caracterizando um perfil
predominantemente bactericida das formula¢des avaliadas.

Esses dados indicam que, nas condigdes experimentais utilizadas, as
nanoemulsdées atuaram predominantemente como agentes microbicidas, e nao

apenas como inibidores do crescimento microbiano.
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5.3.1. Cymbopogon flexuosus

Os resultados da Tabela 2 demonstram que a nanoemulsdo contendo C.
flexuosus apresentou uma Concentragao Inibitéria Minima (MIC) uniforme de 0,195
mg/mL para a maioria dos isolados de C. albicans e de 0,781 mg/mL para as cepas
de N. glabrata. Notavelmente, o efeito observado foi estritamente fungicida em todos
os isolados testados, mantendo uma equivaléncia de poténcia em relacéo A.L, o que
resultou em um fator de redugao unitario. Essa estabilidade da atividade biologica
indica que a nanoestruturagao preservou integralmente o potencial antifungico do éleo
essencial, oferecendo uma plataforma estavel e de carater acido (pH de 4,17)
favoravel a aplicagdo biotecnolégica. A analise comparativa entre os parametros
farmacodinéamicos revela que a Concentragdo Fungicida Minima (CFM) apresentou
valores idénticos aos da Concentragao Inibitéria Minima (MIC) para todos os isolados
avaliados (CFM = MIC).

Tabela 2: Concentragéo Fungicida Minima (CFM) e Concentragao Inibitéria Minima (MIC) dos isolados
fungicos diante de NE contendo C. flexuosus e o A.L de C. flexuosus.

CFM (mg/mL) MIC (mg/mL) MIC Fator de
—NE (mg/mL) redugao
— AL (CFM)
Isolado NE C. AL C. Efeito
flexuosus flexuosus
Ca ATCC 0,195 0,195 * 0,195 0,195 1
10231
1Ca 0,195 0,195 * 0,195 0,195 1
2 Ca 0,195 0,195 * 0,195 0,781 1
3 Ca 0,195 0,195 * 0,195 0,195 1
4 Ca 0,195 0,195 * 0,195 0,781 1
5Ca 0,195 0,195 * 0,195 0,39 1
6 Ca 0,781 0,781 * 0,781 0,781 1
Cg ATCC 0,781 0,781 * 0,781 0,781 1
15126
1Cg 0,781 0,781 * 0,781 1,562 1
2Cgqg 0,781 0,781 * 0,781 0,781 1
3Cg 0,781 0,781 * 0,781 0,781 1

Legenda: NE — Nanoemulsdo; A.L — Ativo livre; *Efeito fungicida

A nanoemulsdo contendo C. flexuosus demonstrou potente atividade contra
isolados periodontopatogénicos (Tabela 3), apresentando efeito bactericida em todas
as cepas testadas. Os valores de MIC variaram de 1,562 mg/mL para P.
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melaninogenica a 6,25 mg/mL para V. parvula e E. corrodens. Notavelmente, a
nanoestruturagcao potencializou a agao do 6leo essencial, resultando em um fator de
reducdo de 2 para F. nucleatum e P. melaninogenica, e de 4 para o biofilme
subgengival (6,25 mg/mL vs. 25 mg/mL do ativo livre). Essa performance superior,
ratifica a eficiéncia da NE como plataforma de entrega para o controle de comunidades
microbianas complexas. Além disso, a equivaléncia entre os valores de Concentragao
Inibitéria Minima (MIC) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM) confirma o carater
predominantemente bactericida do composto, indicando que a concentracao
necessaria para impedir o crescimento € suficiente para causar a morte celular dos

patogenos.

Tabela 3: Concentragdo Bactericida Minima (CBM) e Concentracao Inibitéria Minima (MIC) dos
isolados bacterianos e biofilme subgengival diante de NE contendo C. flexuosus e o A.L de C. flexuosus.

CBM (mg/mL) MIC MIC Fator de
(mg/mL) - (mg/mL) reducgao
NE - AL (CBM)
Isolado NE C. AL C. Efeito
flexuosus flexuosus
F. nucleatum subsp. 3,125 6,25 * 3,125 6,25 2
nucleatum ATCC 25586
Veillonella parvula ATCC 6,25 6,25 * 6,25 6,25 1
10790
Porphyromonas 3,125 3,125 * 3,125 3,125 1
gingivalis ATCC 33277
Prevotella 1,562 3,125 * 1,562 3,125 2
melaninogenica ATCC
25845
Eikenella corrodens 6,25 6,25 * 6,25 6,25 1
ATCC 23834
1 Bf 6,25 25 * 6,25 25 4

Legenda: NE — Nanoemulsdo; A.L — Ativo livre; *Efeito bactericida

5.3.2. Ocimum basilicum

A nanoemulsdo contendo O. basilicum exibiu um efeito fungicida robusto contra
todos os isolados de Candida testados, superando consistentemente a eficacia do A.L
(Tabela 4). Os valores de MIC para a NE variaram de 0,292 mg/mL a 18,75 mg/mL,
resultando em fatores de redugao que atingiram até 8 vezes para os isolados 3 Ca e
1 Cg. Notavelmente, para a cepa padréo C. albicans ATCC 10231 e o isolado clinico

5 Ca, a nanoestruturagao reduziu a MIC de 1,171 mg/mL para 0,292 mg/mL. Este
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incremento na bioatividade demonstra que a formulagao otimiza a entrega do d6leo
essencial, aumentando sua poténcia contra espécies de Candida resistentes. Um
aspecto fundamental observado foi a manutencao do efeito estritamente fungicida na
maioria dos testes realizados, evidenciado pela paridade ou proximidade entre a CFM
e o MIC para cada isolado. Sendo que em duas cepas a CFM foi inferior a MIC

observada inicialmente.

Tabela 4: Concentragéo Fungicida Minima (CFM) e Concentragao Inibitéria Minima (MIC) dos isolados
fungicos diante de NE contendo O. basilicum e A.L de O. basilicum.

CFM (mg/mL) MIC (mg/mL)- MIC (mg/mL) -  Fator de
NE AL redugao
Isolado NE O. AL O. Efeito (CFM)
basilicum  basilicum
Ca 0,292 1,171 * 0,292 0,292 4
ATCC
10231
1Ca 2,343 4,687 * 2,343 4,687 2
2 Ca 18,75 37,5 * 9,375 18,75 2
3Ca 4,687 37,5 * 4,687 9,375 8
4 Ca 9,375 18,75 * 9,375 18,75 2
5Ca 0,292 1,171 * 0,585 0,585 4
6 Ca 9,375 18,75 * 4,687 9,375 2
Cg 0,292 1,171 * 0,262 1,171 4
ATCC
15126
1Cg 4,687 37,5 * 2,343 9,375 8
2Cgqg 4,687 9,375 * 2,343 9,375 2
3Cg 18,75 37,5 * 18,75 37,5 2

Legenda: NE — Nanoemulsdo; A.L — Ativo livre; *Efeito fungicida

A nanoemulsao contendo O. basilicum apresentou atividade antibacteriana
seletiva contra patdogenos-chave do biofiime subgengival (Tabela 5). Enquanto foi
observada auséncia de inibicdo para F. nucleatum e o biofilme total (1 Bf), o sistema
demonstrou efeito bactericida contra P. gingivalis e P. melaninogenica, com valores
de MIC de 2,343 mg/mL e 1,171 mg/mL, respectivamente. Este desempenho reforga
o potencial da NE contendo O. basilicum no controle direcionado de microrganismos
gram-negativos estritos associados a progressao da periodontite. Observa-se, ainda,
que para os patégenos sensiveis, os valores de CBM foram idénticos aos da MIC, o
que ratifica a natureza predominantemente bactericida da formulagado nessas cepas

especificas.
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Tabela 5: Concentragdo Bactericida Minima (CBM) e Concentragdo Inibitéria Minima (MIC) dos
isolados bacterianos e biofilme subgengival diante de NE contendo O. basilicum e A.L de O. basilicum.

CBM (mg/mL) MIC (mg/mL) MIC (mg/mL) Fator de
—NE — AL reducao
Isolado NE O. AL O. Efeito (CBM)
basilicum  basilicum
F. nucleatum subsp. # # *[- # # -
Nucleatum ATCC
25586
Veillonella parvula - - - - - -
ATCC 10790
Porphyromonas 2,343 # *I- 2,343 2,343 -
gingivalis ATCC
33277
Prevotella 1,171 # - 1,171 1,171 -
melaninogenica
ATCC 25845
Eikenella corrodens - - - - - -
ATCC 23834
1 Bf # # - # # -

Legenda: NE — Nanoemulsdo; A.L — Ativo livre; *Efeito bactericida; #Auséncia de inibigao; -Crescimento
bacteriano; - Auséncia de dados

5.3.3. Lavandula dentata

A nanoemulsdo contendo L. dentata demonstrou atividade fungicida seletiva
contra isolados de Candida (Tabela 6), embora tenha apresentado limitagdes frente a
diversas cepas clinicas. Para a cepa padrao C. albicans ATCC 10231 e o isolado 1
Ca, a nanoestruturacao dobrou a eficacia do 6leo essencial, reduzindo a MIC de 25
mg/mL para 12,5 mg/mL. No entanto, observou-se auséncia de inibicdo ou
crescimento fungico para a maioria dos isolados testados (4 Caa 6 Cae 1 Cg a 2 Cg),
indicando uma menor sensibilidade dessas cepas a formulagado. Este perfil biolégico
sugere que a heterogeneidade da dispersao pode ter influenciado a biodisponibilidade
do ativo frente a patégenos mais resistentes. A analise da CFM em relagdao ao MIC
reforca o carater predominante da atividade biocida nos isolados responsivos, uma
vez que, onde houve inibigdo, esta foi acompanhada pela letalidade celular (CFM =
MIC).
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Tabela 6: Concentragao Fungicida Minima (CFM) e Concentragao Inibitéria Minima (MIC) dos isolados
fungicos diante de NE contendo L. dentata e A.L de L. dentata.

CFM (mg/mL) MIC (mg/mL) - MIC Fator de
NE (mg/mL) -  redugéo
AL (CFM)
Isolado NE L. ALL. Efeito
dentata dentata
Ca ATCC 12,5 25 * 12,5 25 2
10231
1Ca 12,5 25 * 12,5 25 2
2 Ca 25 # *I- 25 25 -
3 Ca 25 # *f 25 25 -
4 Ca # # - # # -
5Ca # # - # # -
6 Ca # # - # # -
Cg ATCC 25 # *f 25 # -
15126
1Cg # # - # # -
2 Cg # # - # # -
3Cg 12,5 # - # # -

Legenda: NE — Nanoemulsdo; A.L — Ativo livre; *Efeito fungicida; #Auséncia de
inibicao; -Crescimento fungico; - Auséncia de dados

A nanoemulsdo contendo L. dentata exibiu atividade bactericida contra a
maioria dos patogenos periodontais testados (Tabela 7), mantendo um fator de
reducao unitario em relagao ao ativo livre. Os valores de MIC variaram entre 6,25
mg/mL para P. melaninogenica e 25 mg/mL para F. nucleatum, P. gingivalis e E.
corrodens, enquanto o biofilme subgengival (1 Bf) foi inibido na concentragdo de 12,5
mg/mL. Observou-se, contudo, auséncia de inibicdo para V. parvula, sugerindo uma
resisténcia seletiva desta cepa ao sistema. Embora o sistema apresente um pH acido
favoravel (4,07), a manutengao da poténcia bioldgica original sem incremento de
eficacia pode estar relacionada a menor estabilidade eletrostatica indicada pelo
potencial zeta de (-6,32 mV) e a maior heterogeneidade da dispersdo (0,47).
Notavelmente, para todas as cepas onde houve atividade, a CBM apresentou valores
idénticos aos da MIC, confirmando que a acdo da nanoemulsdao é estritamente

bactericida para esses microrganismos.
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Tabela 7: Concentragdo Bactericida Minima (CBM) e Concentragdo Inibitéria Minima (MIC) dos
isolados bacterianos e biofilme subgengival diante de NE contendo L. dentata e A.L de L. dentata.

CBM (mg/mL) MIC (mg/mL)-  MIC (mg/mL)  Fator
NE - AL de
Isolado NE L. ALL. Efeito reducao
dentata  dentata (CBM)
F. nucleatum subsp. 25 25 * 25 25 1
nucleatum ATCC
25586
Veillonella parvula # # | # # -
ATCC 10790
Porphyromonas 25 25 * 25 25 1
gingivalis ATCC 33277
Prevotella 6,25 6,25 * 6,25 6,25 1
melaninogenica ATCC
25845
Eikenella corrodens 25 # I 25 # -
ATCC 23834
1 Bf 12,5 12,5 * 12,5 12,5 1

Legenda: NE — Nanoemulsdo; A.L — Ativo livre; *Efeito bactericida; #Auséncia de inibicédo; -Crescimento
bacteriano; - Auséncia de dados

5.3.4. Lavandula angustifolia

A nanoemulsao contendo L. angustifolia demonstrou a capacidade de viabilizar
a agao antifungica do 6leo essencial contra isolados de Candida que se mostraram
resistentes ao A.L (Tabela 8). Enquanto o A.L ndo apresentou inibigdo para a maioria
das cepas, a nanoestruturagdo conferiu atividade fungicida com valores de MIC
variando entre 6,25 mg/mL e 25 mg/mL. Destacam-se os isolados 6 Ca e N. glabrata
ATCC 15126, para os quais a NE alcangou um fator de redugao de 2 vezes em relagcao
ao 6leo em sua forma livre. Este ganho de bioatividade é suportado pela estabilidade
coloidal do sistema, permitindo que a formulacédo atue de forma eficaz. A analise da
CFM em comparacao ao MIC revela que o efeito predominante da formulagao é
fungicida, uma vez que a paridade entre esses indices (CFM = MIC) foi observada em

todos os casos de inibigao.
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Tabela 8: Concentragdo Fungicida Minima (CFM) e Concentragao Inibitéria Minima (MIC) dos isolados

fungicos diante de NE contendo L. angustifolia e A.L de L. angustifolia.

CFM (mg/mL) MIC MIC Fator de
(mg/mL) — (mg/mL) — reducao
NE AL (CFM)
Isolado NE L. ALL. Efeito
angustifolia  angustifolia
Ca 6,25 # *I- 6,25 # -
ATCC
10231
1Ca 6,25 # I 6,25 # -
2Ca 12,5 # *I- 12,5 # -
3Ca 25 # I 25 # -
4 Ca 12,5 # *I- 12,5 # -
5Ca 12,5 # *I- 12,5 # -
6 Ca 6,25 12,5 * 6,25 12,5 2
Cg 6,25 12,5 * 6,25 12,5 2
ATCC
15126
1Cg 25 # *- 25 # -
2Cgqg 12,5 # *I- 12,5 # -
3Cg 25 # *I 25 # -

Legenda: NE — Nanoemulsao; A.L — Ativo livre; *Efeito fungicida; *Auséncia de inibigao;
-Crescimento fungico; - Auséncia de dados

Em contraste ao desempenho observado nos ensaios fungicos, a
nanoemulsdo contendo L. angustifolia ndo apresentou atividade inibitéria contra
nenhum dos isolados bacterianos periodontopatogénicos ou biofilme subgengival
testados (Tabela 9). Verificou-se a manutengao do crescimento bacteriano e a
auséncia total de efeito bactericida em todas as cepas, resultando em um fator de
reducdo nulo em comparacgao ao ativo livre, que também se mostrou inativo. A
inércia bioldgica frente a esses microrganismos gram-negativos sugere que a
composi¢ao quimica do 6leo ou o pH acido de 4,06 nao foram determinantes para
transpor as defesas bacterianas especificas. Este resultado reforga a natureza
seletiva da formulagdo, cuja aplicagdo biotecnolégica parece ser estritamente
direcionada ao controle de espécies do género Candida. Consequentemente,
dada a auséncia de inibicdo, nao foi possivel determinar valores para a MIC ou
para a CBM, uma vez que o sistema nao exerceu controle sobre o crescimento ou

a viabilidade celular bacteriana nas condi¢des avaliadas.
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Tabela 9: Concentragdo Bactericida Minima (CBM) e Concentragdo Inibitéria Minima (MIC) dos
isolados bacterianos e biofilme subgengival diante de NE contendo L. angustifolia e A.L de L.
angustifolia.

CBM (mg/mL) MIC (mg/mL) MIC (mg/mL)  Fator
-NE - AL de
Isolado NE L. ALL. Efeito reducao
angustifolia  angustifolia (CBM)
F. nucleatum # # - # # 0
subsp. nucleatum
ATCC 25586
Veillonella parvula # # - # # 0
ATCC 10790
Porphyromonas # # - # # 0
gingivalis ATCC
33277
Prevotella # # - # # 0
melaninogenica
ATCC 25845
Eikenella # # - # # 0
corrodens ATCC
23834
1 Bf # # - # # 0

Legenda: NE — Nanoemulsao; A.L — Ativo livre; *Auséncia de inibigdo; -Crescimento bacteriano

5.3.5. Eugenol (método de alta energia)

A NE contendo Eugenol obtida por método de alta energia demonstrou um
efeito fungicida robusto contra todos os isolados de Candida testados (Tabela 10). Os
valores de MIC variaram entre 0,257 mg/mL e 1,031 mg/mL, evidenciando uma
resposta biolégica consistente. Em comparacgao ao A.L, a nanoestruturagido promoveu
um fator de reducdo de até 2 vezes para os isolados 5 Ca, 2 Cg e 3 Cg. Este
desempenho posiciona esta formulagdo como uma candidata promissora para
aplicagdes clinicas que exijam maior estabilidade quimica e biocompatibilidade no
ambiente oral. A analise comparativa entre a CFM e o MIC revela uma paridade
absoluta (CFM = MIC) em toda a amostragem, o que confirma que a dose necessaria
para inibir o crescimento visual do patégeno € a mesma capaz de promover a sua

letalidade total.
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Tabela 10: Concentragdo Fungicida Minima (CFM) e Concentragdo Inibitéria Minima (MIC) dos
isolados fungicos diante de NE contendo Eugenol (Método de alta energia) e A.L de Eugenol (método
de alta energia).

CFM (mg/mL) MIC (mg/mL)  MIC (mg/mL) Fator de
—NE — AL reducao
Isolado NE Eugenol A.L Eugenol Efeito (CFM)

(Método de  (Método de
alta energia) alta energia)

Ca 1,031 1,031 * 1,031 1,031 1
ATCC
10231

1Ca 1,031 0,515 * 1,031 0,515 0,5
2Ca 1,031 0,515 * 1,031 0,515 0,5
3Ca 1,031 1,031 * 1,031 1,031 1
4 Ca 1,031 1,031 * 1,031 1,031 1
5Ca 0,515 1,031 * 0,515 1,031 2
6 Ca 1,031 1,031 * 1,031 1,031 1

Cg 1,031 1,031 * 1,031 1,031 1
ATCC
15126

1Cg 0,515 0,257 * 0,515 0,257 0,5
2Cg 0,257 0,515 * 0,257 0,515 2
3Cg 0,257 0,515 * 0,515 0,515 2

Legenda: NE — Nanoemulsao; A.L — Ativo livre; *Efeito fungicida

A nanoemulsdo contendo Eugenol produzida por método de alta energia
manteve um perfil bactericida abrangente contra todos os isolados
periodontopatogénicos avaliados (Tabela 11). Os valores de MIC variaram de 1,031
mg/mL para V. parvula a 4,125 mg/mL para F. nucleatum e P. melaninogenica.
Notavelmente, o sistema demonstrou eficacia contra o biofilme subgengival (1 Bf) com
uma MIC de 2,062 mg/mL, igualando-se a poténcia do ativo livre. Além disso, a
nanoestruturagcao promoveu um fator de reducéo de 2 vezes para a cepa E. corrodens
(2,062 mg/mL vs. 4,125 mg/mL do A.L), sugerindo que a redugao drastica no didmetro
das goticulas pode favorecer a penetracdo do Eugenol em membranas bacterianas
especificas. Adicionalmente, verificou-se que os valores de MIC e CBM foram
equivalentes em todos os isolados sensiveis, o que confirma o forte potencial

bactericida da formulagéo de alta energia frente a este painel microbiano.
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Tabela 11: Concentragdo Bactericida Minima (CBM) e Concentragao Inibitéria Minima (MIC) dos
isolados bacterianos e biofilme subgengival diante de NE contendo Eugenol (Método de alta energia)
e A.L de Eugenol (método de alta energia).

CBM (mg/mL) MIC MIC Fator
(mg/mL) - (mg/mL) - de
NE AL reducao
Isolado NE Eugenol A.L Eugenol Efeito

(Método de (Método de
alta energia) alta energia)
F. nucleatum subsp. 4,125 1,031 * 4,125 1,031 0,25
nucleatum ATCC
25586
Veillonella parvula 1,031 1,031 * 1,031 1,031 1
ATCC 10790
Porphyromonas 2,062 2,062 * 2,062 2,062 1
gingivalis ATCC
33277
Prevotella 4,125 4,125 * 4,125 4,125 1
melaninogenica
ATCC 25845
Eikenella corrodens 2,062 4,125 * 2,062 4,125 2
ATCC 23834
1 Bf 2,062 2,062 * 2,062 2,062 1
Legenda: NE — Nanoemulsdo; A.L — Ativo livre; *Efeito bactericida

5.3.6. Eugenol (método de baixa energia)

A nanoemulsdo contendo Eugenol obtida pelo método de baixa energia
demonstrou atividade fungicida em todos os isolados de Candida avaliados (Tabela
12). Os valores de MIC variaram entre 1,031 mg/mL e 2,062 mg/mL, evidenciando
uma eficacia biolégica estavel, embora ligeiramente inferior a observada no método
de alta energia para determinadas cepas. Em comparagdo ao ativo livre, a
nanoestruturagcao por este método resultou em fatores de redugao de 0,5 para a
maioria dos isolados, indicando que o incremento no tamanho da gota e a maior
estabilidade eletrostatica preservaram a acdo do Eugenol, mas demandaram
concentracbes maiores para a inibicdo em relacdo a forma livre. Além disso, a
equivaléncia observada entre os valores de MIC e CFM em todos os isolados testados
ratifica o perfil fungicida da formulagdo, demonstrando que o sistema é capaz de
eliminar as células fungicas nas mesmas concentracbes em que impede seu

crescimento visivel.
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Tabela 12: Concentragdo Fungicida Minima (CFM) e Concentragdo Inibitéria Minima (MIC) dos
isolados fungicos diante de NE contendo Eugenol (Método de baixa energia) e A.L de Eugenol (método
de baixa energia).

CFM (mg/mL) MIC (mg/mL)  MIC (mg/mL) — Fator de
—NE AL reducao
Isolado NE Eugenol A.L Eugenol Efeito (CFM)
(Método de  (Método de
baixa baixa
energia) energia)

Ca 1,031 1,031 * 1,031 1,031 1
ATCC

10231

1Ca 2,062 1,031 * 2,062 1,031 0,5
2Ca 2,062 2,062 * 2,062 2,062 1

3Ca 2,062 2,062 * 2,062 2,062 1

4 Ca 2,062 2,062 * 2,062 2,062 1

5Ca 2,062 1,031 * 2,062 1,031 0,5
6 Ca 2,062 1,031 * 2,062 1,031 0,5

Cg 1,031 1,031 * 1,031 1,031 1
ATCC

15126

1Cqg 1,031 0,515 * 1,031 0,515 0,5
2Cg 1,031 0,515 * 1,031 0,515 0,5

3Cg 2,062 1,031 * 2,062 1,031 0,5

Legenda: NE — Nanoemulsao; A.L — Ativo livre; *Efeito fungicida

A nanoemulsdo contendo Eugenol produzida por método de baixa energia
apresentou o desempenho mais robusto na potencializagdo da atividade
antibacteriana entre todas as formulacbes testadas (Tabela 13). O sistema
demonstrou efeito bactericida contra todos os isolados, alcangcando um fator de
reducao de 8 vezes para F. nucleatum (1,031 mg/mL vs. 8,25 mg/mL do A.L). Destaca-
se ainda a eficacia contra o biofilme subgengival (1 Bf) e a P. gingivalis, onde a
nanoestruturacdo promoveu uma redugcao de 4 vezes na MIC necessaria para a
inibicdo. Estes achados sugerem que, para o Eugenol, a estabilidade conferida pelo
método de baixa energia resultaram em uma plataforma superior para a
desarticulacdo de comunidades bacterianas complexas e patégenos periodontais de
relevancia clinica. Além disso, observa-se que os valores de MIC e CBM foram
idénticos em todos os ensaios, 0 que ratifica o comportamento estritamente
bactericida da nanoemulsdo e reforca sua eficiéncia na eliminacdo direta dos

patogenos avaliados.
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Tabela 13: Concentragdo Bactericida Minima (CBM) e Concentragao Inibitéria Minima (MIC) dos
isolados bacterianos e biofilme subgengival diante de NE contendo Eugenol (Método de baixa energia)
e A.L de Eugenol (método de baixa energia).

CBM (mg/mL) MIC MIC Fator de
(mg/mL) - (mg/mL)- redugao
NE AL
Isolado NE C. A.L Eugenol Efeito
Eugenol (Método de
(Método de baixa
baixa energia) energia)
F. nucleatum subsp. 1,031 8,25 * 1,031 8,25 8
nucleatum ATCC
25586
Veillonella parvula 8,25 16,5 * 8,25 16,5 2
ATCC 10790
Porphyromonas 4,125 16,5 * 4,125 16,5 4
gingivalis ATCC
33277
Prevotella 4,125 8,5 * 4,125 8,5 2
melaninogenica
ATCC 25845
Eikenella corrodens 8,25 16,5 * 8,25 16,5 2
ATCC 23834
1 Bf 4,125 16,5 * 4,125 16,5 4

Legenda: NE — Nanoemulsdo; A.L — Ativo livre; *Efeito bactericida

5.4. Atividade antimicrobiana das nanoparticulas da prata

Os dados dos testes para determinar a atividade antimicrobiana das AgNPs
com citrato de sédio por meio da concentragao inibitéria minima (MIC) estao dispostos
nas Tabelas 14 — 15.

A avaliagdo da suscetibilidade fungica diante das AgNPs estabilizadas com
citrato de sddio confirmou a auséncia total de atividade inibitéria contra o painel de
leveduras testado (Tabela 14). Observou-se crescimento fungico persistente em todos
os isolados de C. albicans e N. glabrata, sem qualquer efeito observado para as
AgNPs, para o precursor nitrato de prata (AgNOs3) ou para o agente estabilizante
isolado. Consequentemente, o fator de reducdo para todas as cepas foi nulo,
indicando que a formulagao nao atingiu a MIC nas dosagens avaliadas. Dada a inércia
bioldgica observada, nao foi possivel estabelecer valores de MIC ou de CFM, uma vez
que nao houve qualquer interferéncia na viabilidade ou no crescimento celular dos

isolados fungicos nas concentragdes testadas.
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Tabela 14: Concentragdo Fungicida Minima (CFM) e Concentragédo Inibitéria Minima (MIC) dos
isolados fungicos diante das AgNPs com citrato de sédio.

CFM (mg/mL) MIC MIC MIC Fator de
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) redugéo
Isolado  AgNP  AgNOs Citrato Efeito AgNP+  AgNOs  Citrato (CFM_

+ de Citrato de
Citrato sédio de sddio sédio
de
sédio

Ca # # # - # # # 0
ATCC
10231

1Ca # # # - # # # 0
2Ca # # # - # # # 0
3 Ca # # # - # # # 0
4 Ca # # # - # # # 0
5Ca # # # - # # # 0
6 Ca # # # - # # # 0

Cg # # # - # # # 0
ATCC
15126

1Cg # # # - # # # 0
2 Cg # # # - # # # 0
3Cg # # # - # # # 0

Legenda: AgNP — Nanoparticula de prata; *Auséncia de inibigdo; - Crescimento
fangico

A avaliacdo das AgNPs estabilizadas com citrato de sodio revelou uma
atividade antibacteriana limitada e de baixa poténcia contra os isolados
periodontopatogénicos (Tabela 15). Os valores de MIC foram elevados, atingindo 60
mg/mL para a maioria das cepas, como F. nucleatum, V. parvula e P. gingivalis,
enquanto a P. melaninogenica apresentou maior sensibilidade relativa com MIC de 30
mg/mL. Notavelmente, o efeito observado foi idéntico ao do precursor nitrato de prata
(AgNQOs), resultando em um fator de reducdo unitario e indicando que a
nanoestruturagdo metalica ndo incrementou a bioatividade original. Além disso, a
formulagéo foi totalmente ineficaz contra o biofilme subgengival total (1 Bf), reforgando
que, ao contrario das nanoemulsdes de 6leos essenciais, as AgNPs sintetizadas por
este método ndo possuem a penetracdo ou toxicidade necessaria para desarticular
comunidades microbianas complexas. Adicionalmente, nota-se que para todos os
isolados bacterianos sensiveis, os valores de MIC e CBM foram idénticos. Essa
equivaléncia evidencia que, embora a poténcia seja reduzida, o0 mecanismo de agao

predominante nas concentragdes ativas permanece sendo o bactericida.
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Tabela 15: Concentragdo Bactericida Minima (CBM) e Concentragdo Inibitéria Minima (MIC) dos
isolados bacterianos e biofilme subgengival diante das AgNPs com citrato de sddio.

CBM (mg/mL) MIC MIC MIC Fator
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) de
Isolado AgNP AgNOs Citrato Efeito AgNP + AgNOs Citrato redugdo
+ de Citrato de (CBM)
Citrato sédio de sodio
de sédio
sédio
F. nucleatum 60 60 # */- 60 60 # 1
subsp. nucleatum
ATCC 25586
V. parvula ATCC 60 60 # */- 60 60 # 1
10790
P. gingivalis ATCC 60 60 # */- 60 60 # 1
33277
P. melaninogenica 30 30 # */- 30 30 # 1
ATCC 25845
E. corrodens ATCC 60 60 # */- 60 60 # 1
23834
1 Bf # # # - # # # 0

Legenda: AgNP — Nanoparticula de prata; AgNos — Nitrato de prata; *Auséncia de inibigéo; * Atividade
fungicida - Crescimento fungico

5.5. Teste de citotoxicidade das nanoemulsoes

Os dados de atividade citotdéxica (MTT) estao dispostos nas Figuras 11 — 17 e
Tabelas 16 — 21.

5.5.1. Cymbopogon flexuosus

Os resultados do ensaio MTT demonstraram que a nanoemulsdo contendo C.
flexuosus apresentou um perfil de viabilidade celular significativamente distinto do
ativo livre (Figura 11 e Tabela 16). Nas concentragbes mais elevadas (3,13 a 25,0
mg/mL), a NE promoveu um aumento expressivo na viabilidade em relagao ao controle
(p <0,001), enquanto o ativo livre ndo apresentou variagéo estatistica relevante nestas
mesmas faixas (Tabela 16). Em contrapartida, o Span 80 exibiu citotoxicidade
significativa em quase todas as concentragdes testadas (p < 0,05). Notavelmente, em
concentragdes baixas (0,78 mg/mL), tanto a NE quanto o A.L mantiveram a viabilidade
estavel, evidenciando que a nanoestruturagdo modifica a interagcdo do composto com

0 ambiente celular.



75

Figura 11: Teste de citotoxicidade pelo método colorimétrico MTT da NE contendo C. flexuosus e A.L

de C. flexuosus.
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Tabela 16: Comparagéao estatistica (ANOVA seguida pelo teste post hoc de Dunnett) da viabilidade
celular no ensaio MTT para a nanoemulsdao contendo Cymbopogon flexuosus, o composto livre
correspondente e o Span 80 em relagao ao controle nao tratado.

Concentracéo (mg/mL)

NE:nanoemulsio

— C. flexuosus

250
12.5
6.25
3.13
1.56
0.78

NE vs. Controle — C.

flexuosus

p < 0.001
p < 0.001
p < 0.001
p < 0.001
p =0.849
p=0.926

ANOVA seguido pelo teste post hoc de Dunnett

C. flexuosus

p=0.849
p = 0.926
p = 0.089
p = 0.052
p=0.760
p = 0.001

Ativo livre vs. Controle —
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5.5.2. Ocimum basilicum

Os ensaios com O. basilicum revelaram que a NE e o A.L apresentam perfis de
citotoxicidade distintos, ambos com redugdes significativas de viabilidade em relagao
ao controle (p < 0,001) na maioria das concentragdes (Figura 12 e Tabela 17).
Enquanto o A.L demonstrou toxicidade severa e constante em todas as faixas
testadas, a NE exibiu um efeito dose-dependente, com viabilidade celular superior a
500% na maior concentragao (37,5 mg/mL), sugerindo interferéncia do sistema
nanoestruturado no ensaio colorimétrico. Nas concentragdes intermediarias (ex: 9,38
mg/mL), a NE nao apresentou diferenga estatistica em relagéo ao controle (p = 0,999),
contrastando com a citotoxicidade acentuada do A.L no mesmo ponto. Esses dados
indicam que a incorporagdo em nanoemulsdo modula a interacdo do oleo de O.

basilicum com as células, atenuando a toxicidade imediata observada na forma livre.

Figura 12: Teste de citotoxicidade pelo método colorimétrico MTT da NE contendo O. basilicum e A.L
de O. basilicum.
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Fonte: o autor.
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Tabela 17: Comparacgédo estatistica (ANOVA seguida pelo teste post hoc de Dunnett) da viabilidade
celular no ensaio MTT para a nanoemulsdo contendo Ocimum basilicum, o composto livre
correspondente e o Span 80 em relagao ao controle nao tratado.

Concentragao (mg/mL) NE vs. Controle — O.  Ativo livre vs. Controle —

— O. basilicum basilicum O. basilicum

375 p < 0.001 p < 0.001
18.75 p < 0.001 p < 0.001
9.38 p = 0.999 p < 0.001
4.69 p =0.011 p < 0.001
2.34 p = 0.001 p < 0.001
1.71 p < 0.001 p < 0.001
0,59 p < 0.001 p < 0.001
0,3 p < 0.001 p < 0.001

NE:nanoemulséo
ANOVA seguido pelo teste post hoc de Dunnett

5.5.3. Lavandula dentata

Os ensaios de citotoxicidade com L. dentata demonstraram que a
nanoestruturacao alterou significativamente o perfil de viabilidade celular em relagao
ao ativo livre (Figura 13 e Tabela 18). A nanoemulsdo apresentou valores de
viabilidade superiores ao controle nas concentracdes de 25,0 e 12,5 mg/mL (p <
0,001), atingindo niveis proximos a 600%, o que sugere uma possivel interferéncia
técnica do sistema nanoestruturado no ensaio MTT. Em contrapartida, o ativo livre
manteve a viabilidade reduzida (aproximadamente 50-60%) em todas as faixas
testadas, embora sem diferenca estatistica em relagdo ao controle (p > 0,05). Na
concentracdo de 6,25 mg/mL, a NE aproximou-se da neutralidade bioldgica,
evidenciando que a formulagdo modula a entrega do 6leo essencial e atenua os efeitos

citotoxicos observados na forma livre.
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Figura 13: Teste de citotoxicidade pelo método colorimétrico MTT da NE contendo L. dentata e A.L de
L. dentata.
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Tabela 18: Comparacédo estatistica (ANOVA seguida pelo teste post hoc de Dunnett) da viabilidade
celular no ensaio MTT para a nanoemulsdo contendo Lavandula dentata, o composto livre
correspondente e o Span 80 em relagao ao controle nao tratado.

Concentragédo (mg/mL) NE vs. Controle — L. Ativo livre vs. Controle —

— L. dentata dentata L. dentata
25.0 p < 0.001 p =0.970
12.5 p < 0.001 p = 0.930
6.25 p < 0.001 p=0.754

NE:nanoemulséo
ANOVA seguido pelo teste post hoc de Dunnett

5.5.4. Lavandula angustifolia

Os ensaios com L. angustifolia revelaram que tanto a nanoemulsao quanto o
ativo livre apresentaram diferengas estatisticamente significativas em relagédo ao

controle (p < 0,001) em todas as concentragdes testadas (Figura 14 e Tabela 19).



79

Enquanto o A.L demonstrou citotoxicidade moderada, mantendo a viabilidade celular
entre 40% e 60%, a NE exibiu valores de absorbancia discrepantes, ultrapassando
600% na maior concentragédo (25,0 mg/mL). Esse incremento nos valores da NE,
acompanhado por um perfil dose-dependente, sugere uma interagdo direta do sistema
nanoestruturado com as células testadas, sugerindo uma intensa proliferagéo celular

nas maiores concentragdes testadas.

Figura 14: Teste de citotoxicidade pelo método colorimétrico MTT da NE contendo L. angustifolia e A.L
de L. angustifolia.
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Tabela 19: Comparagéao estatistica (ANOVA seguida pelo teste post hoc de Dunnett) da viabilidade
celular no ensaio MTT para a nanoemulsdo contendo Lavandula angustifolia, o composto livre
correspondente e o Span 80 em relagao ao controle nao tratado.

Concentragédo (mg/mL) NE vs. Controle — L. Ativo livre vs. Controle —

— L. angustifolia angustifolia L. angustifolia
25.0 p < 0.001 p < 0.001
12.5 p < 0.001 p < 0.001
6.25 p < 0.001 p < 0.001

NE:nanoemulséo
ANOVA seguido pelo teste post hoc de Dunnett
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5.5.5. Eugenol (método de alta energia)

Os ensaios de citotoxicidade com o eugenol revelaram que tanto a
nanoemulsdo quanto o ativo livre apresentaram um perfil dose-dependente, com
indicativo de proliferagao celular nas maiores concentragoes (4,125 e 2,062 mg/mL; p
< 0,001) (Figura 15 e Tabela 20). Esse fendmeno, que resultou em valores de
viabilidade acima de 200%. Em concentrag¢des intermediarias (1,031 mg/mL), ambas
as formas ndo apresentaram diferenga estatistica em relagcdo ao controle (p > 0,05),
enquanto na menor concentracao testada (0,515 mg/mL), observou-se uma reducgao
moderada da viabilidade (p < 0,01). Tais dados indicam que a nanoestruturagao por
alta energia manteve o comportamento biolégico do ativo livre, sem agravar a

toxicidade inerente ao composto.

Figura 15: Teste de citotoxicidade pelo método colorimétrico MTT da NE contendo Eugenol (método
de alta energia) e A.L de Eugenol (método de alta energia).
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Tabela 20: Comparacgédo estatistica (ANOVA seguida pelo teste post hoc de Dunnett) da viabilidade
celular no ensaio MTT para a nanoemulsao contendo Eugenol (método de alta energia), 0 composto
livre correspondente e o Span 80 em relagdo ao controle nao tratado.

Concentragao (mg/mL) NE vs. Controle — Ativo livre vs. Controle —

— Eugenol (método de Eugenol (método de alta Eugenol (método de alta

alta energia) energia) energia)
4125 p < 0.001 p < 0.001
2.062 p < 0.001 p < 0.001
1.031 p = 0.555 p =0.544
0.515 p = 0.006 p < 0.001

NE:nanoemulsao
ANOVA seguido pelo teste post hoc de Dunnett

5.5.6. Eugenol (método de baixa energia)

Os ensaios com o eugenol (baixa energia) revelaram que a nanoemulsao
apresentou proliferagcao celular (p < 0,001) em todas as concentracbes testadas,
atingindo viabilidades aparentes de até 500% (Figura 16 e Tabela 21). Esse
comportamento, observado também no ativo livre nas maiores dosagens (p < 0,001).
A medida que a concentragdo foi reduzida para 2,62 mg/mL, o A.L. tendeu a

neutralidade bioldgica (p = 0,713), enquanto a NE manteve o sinal elevado (p < 0,001).
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Figura 16: Teste de citotoxicidade pelo método colorimétrico MTT da NE contendo Eugenol (método
de baixa energia) e A.L de Eugenol (método de baixa energia).
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Tabela 21: Comparagéo estatistica (ANOVA seguida pelo teste post hoc de Dunnett) da viabilidade
celular no ensaio MTT para a nanoemulsédo contendo Eugenol (método de baixa energia), o composto
livre correspondente e o Tween 80 em relagao ao controle nao tratado.

Concentragdo (mg/mL) NE vs. Controle — Ativo livre vs. Controle —
— Eugenol (método de  Eugenol (método de Eugenol (método de
baixa energia) baixa energia) baixa energia)
16.5 p < 0.001 p < 0.001
8.25 p < 0.001 p < 0.001
4125 p < 0.001 p = 0.049
2.62 p <0.001 p=0.713

NE:nanoemulséo
ANOVA seguido pelo teste post hoc de Dunnett

A comparacao entre os métodos de preparacéo revelou que a nanoemulsao
contendo Eugenol por baixa energia apresentou um perfil de seguranga biolégico
superior ao método de alta energia (Figura 17). Embora ambos os métodos tenham
reduzido significativamente a citotoxicidade em relagdo ao Eugenol em sua forma livre,

o método de baixa energia mostrou-se mais eficaz em preservar a viabilidade celular
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em dosagens mais elevadas.

Figura 17: Teste de citotoxicidade pelo método colorimétrico MTT da NE contendo Eugenol (método
de alta energia) x NE contendo Eugenol (método de baixa energia).
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5.6. Metagenomica do biofilme subgengival

Os dados da analise metagendmica estao representados nas Figuras 18 a 20.

A analise metagenémica da abundéancia relativa revelou que o biofilme
subgengival é predominantemente composto por quatro filos principais: Bacillota,
Bacteroidota, Spirochaetota e Pseudomonadota (Figura 18). O filo Bacillota
apresentou a maior representatividade na amostra, seguido por uma presenga
equilibrada de Bacteroidota e Spirochaetota, que juntos compdéem o cerne da
comunidade microbiana complexa avaliada. Filos menos abundantes, como
Pseudomonadota e Verrucomicrobiota, também foram detectados, embora em
menores proporcoes. Essa diversidade taxondmica reflete a complexidade do biofilme

subgengival utilizado nos ensaios bioldgicos, validando-o como um modelo
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representativo para os testes de eficacia das nanoemulsées desenvolvidas nesta

pesquisa.

Figura 18: Distribuicdo da abundancia relativa por filo.
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Fonte: O autor.

A analise da abundancia relativa em nivel de género revelou uma comunidade
polimicrobiana complexa, com o género Streptococcus e Parvimonas apresentando
maior dominédncia na amostra de biofilme subgengival (Figura 19). Verificou-se
também uma presenca expressiva de géneros classicamente associados a
patogénese periodontal, como Segatella, Fusobacterium e Tannerella. Outros géneros
de relevancia clinica, incluindo Treponema e Faecalibacterium, foram detectados em

proporg¢des significativas, reforcando o perfil anaerdbio e agressivo do indculo.
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Figura 19: Distribuicdo da abundancia relativa por género.
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Fonte: O autor.

A analise da composicdo microbiana revelou que a amostra avaliada foi
composta predominantemente por microrganismos cultivaveis, apesar de ter sido
possivel detectar uma parcela infima de microrganismos nao cultivaveis (Figura 20).
Os dados de abundancia relativa demonstraram que, apesar de géneros cultivaveis
como Prevotella e Porphyromonas sejam dominantes, a presenga de taxons né&o

cultivaveis ou de dificil cultivo contribuem para a complexidade estrutural e funcional
do biofilme testado.



Figura 20: Distribuicdo da abundancia relativa entre grupos cultivaveis e grupos néo cultivaveis.
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6. DISCUSSAO

A nanoemulsdo contendo C. flexuosus apresentou goticulas inferiores a 200
nm com baixo indice de polidispersidade (PDI), caracterizando um sistema
monodisperso e fisicamente estavel, essencial para prevenir a separagao de fases e
proteger compostos volateis (DAS; PRAKASH, 2024). A estabilidade cinética e a
morfologia esférica uniforme observadas, tipicas de métodos de alta energia, sugerem
que a repulsédo eletrostatica e estérica — evidenciada pelo potencial zeta negativo —
previne a coalescéncia (GUPTA et al., 2024; RAI et al., 2023). Biologicamente, a
manutencao de valores de CFM equivalentes ao 6leo livre contra cepas fungicas
demonstra que o encapsulamento preservou a integridade do citral (principal
componente ativo do Oleo), assegurando a permeabilidade celular necessaria
(PRAKASH et al.,, 2021; UPADHYAY et al., 2021). Notavelmente, a formulagao
superou o ativo livre frente a patdogenos periodontais como F. nucleatum e P.
melaninogenica, com reducdo de duas vezes na CBM. Essa eficacia potencializada
decorre da maior solubilidade em meio aquoso, protecao contra oxidagao/volatilizagao
do citral e do reduzido tamanho de gota, que otimiza a interagdo com membranas
bacterianas e a biodisponibilidade no microambiente do patégeno (GUNDEL et al.,
2021; GUPTA et al., 2024; KAUR et al., 2024; SELIM et al., 2025).

No contexto do biofime subgengival, as nanoemulsées demonstram
capacidade superior de desorganizar a matriz extracelular e inibir o quorum sensing
em comunidades multiespécies (YUAN et al., 2026). Diferente do ativo livre, que é
limitado por barreiras de difusdo e baixa solubilidade aquosa, o sistema
nanoestruturado garante a liberacdo sustentada e direcionada dos bioativos
diretamente no sitio de infec¢ao (SILVA et al., 2022).

No que se refere a segurancga biolégica, manteve-se a viabilidade celular em
niveis = 80% nas concentragdes correspondentes a MIC. Notavelmente, a
nanoemulsao contendo C. flexuosus demonstrou biocompatibilidade superior, com
viabilidade acima de 100% nas maiores concentragdes testadas, enquanto reducoes
citotoxicas foram observadas apenas em doses fora da faixa inibitéria (BARBIERI et
al., 2022; BELIBASAKIS et al., 2019; CALIENNI et al., 2022; GOU et al., 2021b;
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HAJISHENGALLIS & CHAVAKIS, 2021; LAMONT et al., 2018; SEDEKARI et al., 2023;
ZHENG et al., 2021).

A eficacia superior da NE contendo O. basilicum frente ao A.L, com redugdes
de até oito vezes na CFM, decorre da compartimentalizagdo do 6leo essencial em
goticulas nanométricas, o que otimiza a solubilizagdo de compostos hidrofébicos e o
transporte através da parede celular fungica (ALVES-SILVA et al., 2021). Este sistema
de entrega preserva a integridade quimica de monoterpenos volateis, como o linalol,
direcionando altas concentracdes de fitocompostos a membrana citoplasmatica do
patdgeno (MILOSEVIC et al., 2024; SEDEGUI et al.,, 2022). O efeito fungicida
observado em cepas ATCC e clinicas de C. albicans e N. glabrata reflete uma
disfuncdo metabdlica irreversivel induzida pela elevada area superficial das
nanogoticulas, que intensifica a interagdo com ergosterois e resulta em lise celular (LI
et al., 2022). Assim, a nanoestruturacdo amplia o espectro de agao contra leveduras
oportunistas e configura-se como uma estratégia viavel para reduzir a citotoxicidade
sistémica, mantendo a poténcia inibitéria necessaria ao controle de infeccbes
(ARANCIBIA et al., 2023; D’AGOSTINO et al., 2022).

A seletividade da nanoemulsdao contendo O. basilicum frente a patégenos
periodontais sugere que sua eficacia antimicrobiana € dependente da composicao
estrutural da parede celular de bactérias Gram-negativas (SADEGUI et al., 2022). A
inibicdo de P. gingivalis e P. melaninogenica, em contraste com a auséncia de acao
contra F. nucleatum, indica que a nanoestruturacao facilita a permeacao através de
membranas ricas em lipopolissacarideos especificos (ALVES-SILVA et al., 2021).
Embora o aumento da area superficial das nanogoticulas potencialize a interagdo com
proteinas de membrana, a complexidade da matriz do biofilme subgengival pode atuar
como barreira fisica a difusdo dos ativos (D’AGOSTINO et al., 2022). Essa variagao
na susceptibilidade reforca que, apesar da melhora na biodisponibilidade, a
resisténcia intrinseca de certas espécies anaerdObias demanda concentragdes
terapéuticas superiores ou sinergismos para a desarticulagcdo da matriz polimérica
(MILOSEVIC et al., 2024).

A reducgédo da viabilidade celular observada nos ensaios de MTT, tanto para a
NE quanto para o A.L em concentracbes superiores a 0,30 mg/mL, reflete a
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citotoxicidade inerente aos componentes terpénicos do O. basilicum (MILOSEVIC et
al., 2024). A manutencao de perfis de toxicidade similares entre ambas as formas
indica que a nanoestruturagdo ndo anula o potencial irritativo sistémico, exigindo um
controle rigoroso da dose terapéutica (LI et al., 2022). Assim, a viabilidade superior a
80% restrita as maiores concentragdes refor¢ca a necessidade de sistemas de entrega
que garantam a eficacia antimicrobiana sem comprometer a integridade dos tecidos
periodontais humanos (ARANCIBIA et al., 2023).

A nanoemuls&o contendo L. dentata potencializou a atividade antifungica contra
Candida spp., reduzindo a CFM em até duas vezes e promovendo a transicdo de um
perfil fungistatico para fungicida, o que sugere que a compartimentalizagao
nanomeétrica altera a cinética farmaco-receptor e supera mecanismos de resisténcia
ao aumentar a biodisponibilidade dos terpenos (OLIVEIRA et al., 2023; SILVA et al.,
2021; SOUZA et al., 2022). Paralelamente, a eficacia sobre P. melaninogenica e
microrganismos sésseis do biofilme subgengival indica uma penetracdo superior na
matriz polimérica extracelular, superando barreiras difusionais que limitam
fitoterapicos convencionais, embora a resisténcia de V. parvula evidencie uma
seletividade dependente da interagdo com o envelope celular (FERREIRA et al., 2021;
OLIVEIRA, 2023; SANTOS; SILVA et al., 2022). No que tange a biocompatibilidade, a
nanoemulsao elevou a viabilidade celular a niveis superiores a 600% no ensaio de
MTT, valores elevados nao necessariamente indicam proliferagao celular, mas podem
refletir aumento da atividade metabdlica mitocondrial ou possivel interferéncia do
sistema testado no processo de reducgao do tetrazolio (OLIVEIRA; SANTOS et al.,
2021; SILVA et al., 2022; SOUZA, 2023; STEEPHENS et al., 2020).

A NE contendo L. angustifolia apresentou eficacia antifungica superior ao A.L,
inibindo isolados de Candida spp. anteriormente resistentes. Esse incremento decorre
da encapsulagcdo nanomeétrica, que amplia a area de superficie e protege os bioativos
contra a volatilizagédo, otimizando a entrega aos sitios de agdo (BARDANIA et al.,
2020). A reducédo da CFM em até duas vezes para cepas como C. albicans, 6 Cae N.
glabrata ATCC 15126 indica que o sistema carreador facilita a permeacgao de terpenos
através da parede celular fungica (YOUSEFI et al., 2022). A manutengao de um perfil

majoritariamente fungistatico sugere que, embora a biodisponibilidade seja ampliada,
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0 mecanismo primario envolve a interferéncia na homeostase da membrana
citoplasmatica sem induzir lise celular imediata (PELLEGRINI et al., 2023).

A inércia antimicrobiana da NE contendo L. angustifolia contra o complexo
subgengival, incluindo P. gingivalis e F. nucleatum, reflete a variabilidade quimiotipica
do género, onde teores reduzidos de linalol e acetato de linalila podem nao atingir o
limiar de desestabilizagao lipidica das membranas (GARCIA-VALLE et al., 2021). Este
perfil reforca que a redugéo para a escala nanomeétrica ndo garante eficacia se a fase
oleosa carecer de afinidade farmacodinamica com os sitios bacterianos (RODRIGUES
et al., 2022; ZHANG et al., 2023). Em contrapartida, a analise de viabilidade celular
revelou um efeito citoprotetor e proliferativo dose-dependente da nanoemulsao,
superando significativamente o ativo livre, que demonstrou citotoxicidade moderada.
Enquanto o 6leo puro reduz a viabilidade para patamares de 50%, a estruturacao
nanomeétrica minimiza interagdes deletérias diretas com a membrana citoplasmatica e
protege constituintes volateis contra a oxidagao prematura (SILVA et al., 2022; SOUZA
et al., 2021). Tais achados ratificam o potencial biotecnolégico do sistema como um
carreador seguro, essencial para futuras aplicagbes terapéuticas onde a reducéo da
toxicidade intrinseca € mandatéria (SANTOS et al., 2023).

A NE contendo eugenol obtida por alta energia demonstra atividade antifungica
robusta e estritamente fungicida contra todos os isolados de Candida spp., decorrente
da reducdo nanométrica que amplia a area de contato e facilita a desestabilizacdo da
membrana citoplasmatica (D’AURIA et al., 2022). O método de ultrassonificagao é
determinante para a estabilidade e otimizacdo da biodisponibilidade dos grupos
fendlicos, resultando em CFMs entre 0,257 e 1,031 mg/mL e fatores de reducgao de
até duas vezes, o que evidencia uma lise celular superior a forma livre (GARCIA-DIEZ
et al., 2021; YOUSEFI et al., 2022). Simultaneamente, sua potente agao bactericida
sobre o biofiime subgengival e P. gingivalis confirma a capacidade deste
fenilpropanoide em romper a membrana externa e inibir a matriz extracelular (KUMAR
et al.,, 2021). A eficacia frente a E. corrodens (2,062 mg/mL) indica que a
nanoestruturacgao facilita a difusao através de porinas em Gram-negativas, superando
limitagbes de solubilidade e desestabilizando a homeostase idnica intracelular
(ZHANG et al., 2022). Assim, o sistema consolida-se como veiculo essencial para a
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estabilidade quimica e potencializagao da atividade farmacodindmica em ambientes
periodontais complexos (MARTINS et al., 2023).

A viabilidade celular superior a 100% observada para a NE contendo eugenol
(método de alta energia) em concentragbes elevadas sugere um estimulo ao
metabolismo mitocondrial (SANTOS et al., 2021). O eugenol livre, embora apresente
perfil semelhante em doses altas, exibe queda acentuada de viabilidade na menor
concentracéo testada (0,515 mg/mL), divergindo da protecdo conferida pelo sistema
de alta energia (NEDEL et al., 2026). Essa manutencao da integridade celular em
sistemas nanoemulsionados é atribuida a redugcdo da toxicidade intrinseca do
composto fendlico através da compartimentalizagcdo em goticulas submicrométricas
(SILVA et al., 2023).

O menor tamanho de gota observado para a nanoemulsdo contendo eugenol,
obtida por método de alta energia, pode ser atribuido a baixa viscosidade e a estrutura
molecular relativamente compacta desse fenilpropanoide, caracteristicas que
favorecem sua dispersdao durante processos como cavitacdo ultrassbnica ou
homogeneizagdo em alta pressao (KAZI et al., 2022). Em métodos de alta energia, a
eficiéncia da reducao de tamanho é ditada pelo equilibrio entre a taxa de ruptura das
gotas e a taxa de coalescéncia imediata; nesse contexto, a polaridade intermediaria
do eugenol favorece uma interacdo mais robusta com os surfactantes na interface
oleo/agua, reduzindo drasticamente a tenséo interfacial de forma mais eficaz do que
terpenos mais volumosos ou menos polares (LIU et al., 2023; WANG et al., 2025).

Além disso, compostos fendlicos como o eugenol possuem comportamento
semelhante ao de co-surfactantes, auxiliando na estabilizagcdo mecanica da interface
e impedindo o fenbmeno de maturagao de Ostwald, o que resulta em distribuicées de
tamanho nanométrico mais estreitas e estaveis (ZHANG et al., 2024; DUPONT;
LARSSON, 2026). A aplicagao de altas densidades de energia em sistemas contendo
eugenol permite, portanto, que a energia mecanica supere as forgas viscosas de forma
mais eficiente, consolidando a influéncia da composi¢ao quimica do 6leo sobre o
desempenho do método de fabricagdo (CHEN et al., 2024; SMITH; GARCIA, 2025).
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A utilizagcao do método de baixa energia na obtencdo da NE contendo eugenol
resulta na manutencéo ou discreta elevacao dos valores de CFM em relagao ao ativo
livre, com fatores de redugdo predominantes de 0,5 ou 1. Essa resposta sugere que
sistemas nanoestruturados por métodos espontdneos apresentam limitacdes na
entrega do composto fendlico, possivelmente devido a menor uniformidade do
tamanho de gota e estabilidade frente a parede celular de Candida spp. (D’AURIA et
al., 2022). Apesar de CFMs de até 2,062 mg/mL, o perfil estritamente fungicida em
100% dos isolados indica que o mecanismo de agao via desequilibrio da homeostase
ibnica e dano a membrana permanece preservado (GARCIA-DIEZ et al., 2021;
YOUSEFI et al.,, 2022). No que tange a seguranga biolégica, a técnica por
rotaevaporador (baixa energia) reduziu a toxicidade aguda, apresentando viabilidade
celular superior a 100%, enquanto o método por Ultra-Turrax (alta energia) otimizou a
eficacia de amplo espectro as custas de uma menor seletividade frente a células
humanas (TALEB et al., 2021). Assim, o aporte cinético na fabricagdo emerge como
fator determinante para equilibrar a permeagao através de barreiras biolégicas e a
biocompatibilidade do nanossistema (D’AURIA et al., 2022; YOUSEFI et al., 2022).

A utilizacdo de meétodos de alta e baixa energia para a obtencdo de
nanoemulsdes de eugenol justifica-se pela busca de um equilibrio entre a eficacia
farmacodindmica e a seguranca biolégica no manejo de afec¢des orais (ZHANG et al.,
2026). Enquanto a técnica de alta energia (ultrassonificagdo) otimiza a atividade
fungicida e bactericida ao reduzir drasticamente o didmetro das goticulas, ampliando
a area de contato com patégenos como P. gingivalis, o0 método de baixa energia
(emulsificacdo espontanea) destaca-se por preservar a viabilidade celular humana
(ZHANG et al., 2022). Essa diferenciagdo no aporte cinético permite que sistemas de
alta energia rompam biofilmes complexos por meio de uma lise celular superior, ao
passo que a formulacdo de baixa energia atua como um carreador de menor
toxicidade aguda para os tecidos periodontais (ZHENG et al., 2021). Assim, a escolha
metodoldgica define a seletividade da entrega do composto fendlico frente as barreiras
bioldgicas (YUAN et al., 2026).

A maior citotoxicidade observada nas concentracbes mais baixas das
nanoemulsoes testadas, contrastando com a viabilidade em doses elevadas, pode ser
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atribuida a instabilidade cinética dos sistemas quando excessivamente diluido
(ZHANG et al., 2022). Em baixas concentragdes, a redugcdo da densidade de
surfactantes na interface oleo-agua pode favorecer a coalescéncia e o fendmeno de
maturacdo de Ostwald, expondo as células a goticulas instaveis que rompem a
membrana plasmatica de forma mais agressiva (ZHENG et al., 2021). Além disso, a
rapida liberagao dos ativos livres em meios diluidos pode desencadear um estresse
oxidativo agudo imediato, enquanto concentragdes maiores podem formar complexos
micelares mais estaveis que modulam a biodisponibilidade do composto (YUAN et al.,
2026). Essa toxicidade inversa sugere que a integridade estrutural das nanoemulsoes
€ dependente da concentragao critica, sendo a estabilizacdo termodinadmica um fator
determinante para a biocompatibilidade tecidual (SILVA et al., 2021).

A seletividade observada para as nanoemulsées de 6leos essenciais frente aos
diferentes isolados Gram-negativos pode ser atribuida a organizagao molecular da
membrana externa e as variagdes estruturais nos lipopolissacarideos (ALVES-SILVA
et al., 2021; SADEGHI et al., 2022). Diferente das bactérias Gram-positivas, a
membrana externa das Gram-negativas funciona como uma barreira hidrofilica
seletiva; contudo, a nanoestruturagdo em sistemas de entrega lipidicos facilita a
interacdo eletrostatica e a fusdo com a membrana bacteriana, permitindo que os
terpenos hidrofébicos contornem as porinas (GUNDEL et al., 2021; ZHANG et al.,
2022). A presencga de cadeias laterais de antigeno O especificas e o grau de acilagéo
do Lipidio A influenciam diretamente a permeabilidade basal da célula (MATOS et al.,
2023; MILOSEVIC et al., 2024). A eficacia distinta contra P. gingivalis em comparagao
a outros patogenos, por exemplo, sugere que os componentes das nanoemulsoes,
como o citral e o eugenol, conseguem desestabilizar as pontes de cations bivalentes
(Mg** e Ca?*") que estabilizam os LPS, provocando a liberacdo de vesiculas de
membrana externa e a consequente lise celular (D’AGOSTINO et al., 2022; GUPTA
et al., 2024). Além disso, o tamanho reduzido das goticulas da nanoemulsdo aumenta
a energia livre de superficie, permitindo uma penetracdo mais profunda em
microambientes anaerdbios complexos onde as defesas estruturais das Gram-
negativas costumam ser mais robustas (KAUR et al., 2024; YUAN et al., 2026).

A resposta distinta de cada 6leo essencial frente a diferentes microrganismos
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€ determinada pela complexa interagdo entre o perfil cromatografico dos
fitoconstituintes e os alvos moleculares especificos de cada linhagem (EL-SAYED;
TOAMA; MIKHAIL, 2022). Embora o citral e o eugenol apresentem amplo espectro,
sua eficacia varia conforme a afinidade por componentes da membrana, como o
ergosterol em fungos ou proteinas transportadoras em bactérias, o que explica por
que uma nanoemulsdo pode ser potente contra Candida albicans e menos eficaz
contra F. nucleatum (KHARE et al., 2021; WIWIED et al., 2024). Essa especificidade
€ influenciada pela hidrofobicidade dos terpenos, que determina a taxa de particdo na
bicamada lipidica e a capacidade de inativar enzimas do metabolismo energético (MA
et al., 2023). Além disso, microrganismos possuem mecanismos de defesa
diferenciados, como bombas de efluxo e enzimas modificadoras, que reconhecem e
expelem seletivamente certos compostos fendlicos, enquanto outros conseguem
saturar esses sistemas e causar dano irreversivel (VALDIVIESO-UGARTE et al.,
2021). Assim, a bioatividade ndo depende apenas da concentragcdo, mas da
complementaridade quimica entre os ativos do 6leo e a arquitetura celular do
patogeno alvo (BAPAREH et al., 2023).

A interacdo das nanoemulsdes com as partes ativas dos microrganismos
transcende a simples ruptura fisica da membrana, envolvendo a inibicdo seletiva de
complexos enzimaticos e sistemas de transporte vitais (PISOSCHI et al., 2021).
Devido a sua natureza anfifilica e reduzido tamanho de gota, as NEs conseguem
penetrar na bicamada lipidica e interagir diretamente com proteinas globulares e
enzimas do ciclo de Krebs localizadas na face citoplasmatica, como a malato
desidrogenase, resultando na interrup¢ao do metabolismo energético (CHAUHAN et
al., 2022). Em espécies de Candida, os componentes ativos das NEs demonstram
afinidade por sitios cataliticos de enzimas responsaveis pela sintese de glucanos e
quitina, essenciais para a integridade da parede celular, enquanto em bactérias Gram-
negativas, a interagdo ocorre com as ATPases de membrana, levando ao colapso do
potencial quimiosmatico e extravasamento de ATP (LI et al., 2024; MITH et al., 2025).
Além disso, a capacidade das NEs em modular a expressao de genes relacionados
ao quorum sensing e a formagao de biofilmes indica que essas nanoestruturas

interferem na comunicacao intercelular ao bloquear receptores proteicos de superficie,
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impedindo a maturagcado da matriz extracelular (EL-SAYED et al., 2022; GOUDA et al.,
2023).

O estudo contemplou diferentes estratégias nanotecnoldgicas (nanoemulsdes
e nanoparticulas metalicas), permitindo uma analise comparativa de suas
propriedades antimicrobianas. A auséncia de atividade inibitoria das AgNPs
estabilizadas com citrato de sédio frente a Candida spp. sugere que o tamanho e a
estabilidade coloidal influenciam diretamente a eficacia antimicrobiana, possivelmente
devido a interferéncia do citrato na liberagdo de ions prata (Ag*) essenciais para o
estresse oxidativo e dano estrutural (DURAN et al., 2021). Diferentemente dos
sistemas nanoemulsionados, essas nanoparticulas metalicas apresentam menor
interacdo com leveduras, demandando funcionalizagbes superficiais para superar
barreiras celulares (HE et al., 2021; SALESA et al., 2021). Em contrapartida, observa-
se uma seletividade para bactérias anaerobias, com CBMs entre 30 e 60 mg/mL para
P. melaninogenica e F. nucleatum, indicando que o agente capeante limita a
biodisponibilidade i6nica e exige doses elevadas para a despolarizagao da membrana
(SARKAR et al., 2022). A ineficacia frente ao biofilme subgengival corrobora que a
estabilizacdo por citrato ndo prové a penetracido necessaria para desestruturar
matrizes poliméricas complexas, reforcando que a eficacia em ambientes
polimicrobianos depende criticamente da natureza do estabilizante (SHINDHAL et al.,
2021).

A variabilidade na atividade antimicrobiana das AgNPs é dependente do
método de sintese empregado, uma vez que diferentes rotas determinam parametros
criticos como tamanho, morfologia e estado de aglomeragcao (MENG et al., 2022).
Embora a sintese quimica por redugdo com borohidreto de sédio e nitrato de prata
produza particulas com alta uniformidade, a utilizagao de extratos vegetais na sintese
verde frequentemente resulta em AgNPs com maior estabilidade e bioatividade,
devido a presenca de biomoléculas que atuam simultaneamente como agentes
redutores e estabilizantes (AKRAM et al., 2021; RODRIGUEZ-SANCHEZ et al., 2023).
Essa arquitetura de superficie influencia a taxa de oxidacao e a cinética de libertacao
de ions prata (Ag*), que € o principal mecanismo de toxicidade para patégenos

periodontais, permitindo uma interagdo mais eficaz com os grupos tiol das proteinas
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da membrana externa de bactérias Gram-negativas (WANG et al., 2024). Além disso,
técnicas como a ablagao a laser ou sintese mediada por radiagdo micro-ondas podem
gerar particulas sem subprodutos téxicos, superando as limitagdes da sintese
convencional e reduzindo a citotoxicidade para os tecidos humanos sem comprometer
a eficacia frente a espécies de Candida (KUMARI et al., 2022; SIDDIQI et al., 2026).

A ocorréncia de valores de CFM inferiores a MIC sugere que a
nanoestruturagcado otimiza a biodisponibilidade a ponto de a letalidade ocorrer em
doses sub-inibitérias nominais (FADEEVA et al., 2021). Esse fenbmeno indica que a
viabilidade celular é severamente comprometida pela penetracao facilitada das
goticulas nanométricas na parede de Candida e Nakaseomyces, embora a turbidez
visual possa persistir devido a detritos celulares ou fragdes do fitocomplexo (GOU et
al., 2021). Em contrapartida, a paridade (CFM = MIC) observada para C. flexuosus e
eugenol reforga um mecanismo biocida direto, onde a inibicdo metabdlica converge
com a lise celular imediata (NAGASHIMA et al., 2022). Discrepancias em que a CFM
exige doses superiores podem decorrer da liberagdo lenta do ativo pela matriz ou da
presencga de subpopulagdes fungicas persistentes (WIEDMER et al., 2023). Portanto,
a relacdo entre esses indices em sistemas nanoemulsionados € modulada pela
solubilidade do fitocomplexo e pela eficacia da entrega intracelular, determinando a
amplitude entre a inibicdo e a morte celular (KHOURY et al., 2022).

Algumas limitagdes devem ser consideradas na interpretacdo dos resultados.
Os ensaios foram realizados em condigdes in vitro, que nao reproduzem integralmente
a complexidade do microambiente oral e da arquitetura do biofilme subgengival in vivo.
Além disso, a analise metagendmica baseou-se em uma unica amostra periodontal, o
que limita a extrapolagdo do perfil microbiolégico observado. Estudos com modelos
de biofilme mais complexos e maior numero de amostras clinicas sao necessarios
para ampliar a validacdo dos achados. No entanto, a analise metagenémica permitiu
contextualizar os ensaios de MIC, ao demonstrar a predominancia de géneros
periodontopatogénicos como Prevotella e Fusobacterium no biofilme subgengival.
Assim, os testes de suscetibilidade realizados contra essas espécies tornam-se
biologicamente relevantes para o microbioma observado.

A predominancia do filo Bacillota (91,96%) e do género Streptococcus (58,59%)
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reflete o perfil taxondmico da microbiota do biofilme subgengival analisado, cujos
grupos sao descritos como componentes essenciais na arquitetura de comunidades
microbianas complexas (ABUSLEME et al., 2021; KRZYSZIAK et al., 2022). A elevada
propor¢cao de taxons cultivaveis detectada (99,2%) indica que a microbiota
corresponde majoritariamente a microrganismos passiveis de isolamento laboratorial,
0 que valida a aplicagao de ensaios microbioldgicos classicos, como a determinagao
da MIC e CFM / CBM, para triagem de novos agentes (BOBO et al., 2019). No entanto,
a presenga de géneros anaerobios estritos, como Parvimonas e Segatella, sugere a
existéncia de microambientes especificos que podem limitar a difusdo e a eficacia
terapéutica em biofilmes estruturados, exigindo sistemas de entrega com alta
capacidade de penetracdo matricial (BOBO et al., 2019).

O perfil taxondbmico centrado em Streptococcus e Parvimonas justifica a
aplicacao de nanoestruturas com efeito fungicida e bactericida simultaneo, dada a
natureza polimicrobiana das infecgdes orais (KIM et al.,, 2020). A baixa
representatividade de grupos nao cultivaveis (0,8%) simplifica o direcionamento
terapéutico, mas a resisténcia das AQNP com citrato de sodio alerta para as limitagdes
de estabilizadores anibnicos em matrizes biolégicas complexas (SALESA et al., 2021).
Em contrapartida, a nanoemulsdo de eugenol destaca-se por manter a eficacia em
ambientes saturados por Bacillota (91,96%), o filo predominante nesta microbiota
(SHINDHAL et al., 2021). Essa hegemonia taxonémica, com baixa proporgéo de
Pseudomonadota e Spirochaetota, sugere um ecossistema de baixa complexidade em
termos de taxons desconhecidos, facilitando a predicdo da eficacia de 6leos
essenciais (ABUSLEME et al., 2021; KRZYSZIAK et al., 2022; YOUSEFI et al., 2022).
No entanto, a presenga de anaerobios estritos como Treponema e Segatella indica
microambientes protegidos que podem atuar como reservatérios de resisténcia, cuja
desarticulacdo depende criticamente da metodologia de preparacdo da nanoemulsao
para garantir a penetragao necessaria (D’AURIA et al., 2022; GARCIA-DIEZ et al.,
2021).
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7. CONCLUSAO

A presente investigacdo consolidou o desenvolvimento de sistemas
nanoestruturados como uma alternativa biotecnoldgica eficaz para o controle de
patdgenos orais associados a candidose e a periodontite. A utilizagdo da
nanotecnologia permitiu superar limitagdes intrinsecas aos 6leos essenciais, como a
volatilidade e a baixa solubilidade, potencializando a sua estabilidade e eficacia
bioldgica. Os resultados demonstram que a nanoestruturagdo ndo apenas preserva
as propriedades antimicrobianas dos compostos ativos, mas também otimiza a sua
interacdo com microrganismos complexos, estabelecendo um avanco significativo no
desenvolvimento de terapias complementares para a saude oral.

No que diz respeito a eficacia contra cepas fungicas de Candida spp., as
nanoemulsdes contendo Eugenol (especialmente a obtida pelo método de baixa
energia) e contendo Ocimum basilicum apresentaram os resultados mais promissores.
Estas formulagdes exibiram um perfil fungicida robusto em todos os isolados testados,
superando o desempenho das demais variantes. Da mesma forma, frente aos
periodontopatégenos, a nanoemulsao contendo Eugenol por baixa energia destacou-
se pela sua elevada poténcia bactericida, conseguindo reduzir as concentracoes
inibitérias em até oito vezes contra o F. nucleatum quando comparada ao ativo livre.
Em contrapartida, as nanoparticulas de prata estabilizadas com citrato de sdodio
mostraram-se menos eficazes neste contexto especifico, reforcando a superioridade
dos sistemas baseados em 6leos essenciais para estas aplicagdes.

A inclusado da analise metagendmica conferiu um suporte cientifico rigoroso ao
estudo, ao caracterizar a complexidade polimicrobiana do biofilme subgengival
utilizado nos ensaios. A identificacdo de uma comunidade dominada por géneros
como Streptococcus, Prevotella e Fusobacterium, com uma elevadissima proporgao
de microrganismos cultivaveis, validou o modelo experimental e assegurou que os
testes antimicrobianos refletissem alvos bioldgicos clinicamente relevantes. Além
disso, a elevada biocompatibilidade demonstrada pelas nanoemulsées em células
mononucleares periféricas humanas reforca a seguranca destes sistemas para um

futuro uso clinico.
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Apesar dos avangos, ha necessidade de avaliar a estabilidade das
nanoemulsées em matrizes bioldgicas mais complexas. Como proximos passos,
sugere-se a realizacdo de estudos pré-clinicos em animais para determinar a
substantividade das formula¢des na cavidade oral e a sua eficacia na modulagao de
biofilmes multiespécies. Adicionalmente, a investigagcdo de mecanismos de libertagao
controlada e a incorporagao destas nanoemulsdes em veiculos de aplicagao tépica,
como geéis ou elixires, permitirdo aproximar estes achados da pratica clinica

odontoldgica.
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