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RESUMO 

Mucosite oral (MO) é um processo inflamatório resultante do efeito adverso 

citotóxico do tratamento de radioterapia e quimioterapia em pacientes com câncer 

e tem como manifestação clínica ulcerações dolorosas. Os óleos essenciais (OEs) 

vêm sendo estudados entre os agentes bioativos com atividade antimicrobiana 

promissora; entre eles temos a Lippia sidoides Cham., que vem sendo utilizada no 

tratamento de diversas patologias devido a sua ação anti-inflamatória, antioxidante, 

antifúngica e antibacteriana. Esse trabalho tem como objetivo avaliar as 

características organolépticas, atividade antimicrobiana e citotoxicidade de uma 

espuma contendo óleo essencial de Lippia sidoides Cham. para prevenção e 

tratamento de mucosite oral em pacientes saudáveis. É um ensaio clínico, 

randomizado, intervencionista envolvendo 50 indivíduos saudáveis que foram 

submetidos à utilização do produto teste à base de Lippia sidoides Cham. nas 

concentrações de 0,5% (G1), 0,5% associado com OEs de Cymbopogon citratus 

0,3% + Citrus limon 0,1% (G2), 0,25% associado com OEs de Cymbopogon citratus 

0,2% + Citrus limon 0,2% (G3), placebo com excipientes sem óleos essenciais (G4) 

e placebo com excipientes + óleo essencial de Cymbopogon citratus + Citrus limon 

(G5). A saliva foi coletada antes e após a utilização dos produtos, diluída a 10-1,10-

3 e 10-5 e plaqueada nos meios de cultura: BHI Ágar, Ágar Sabouraud, Ágar Mitis 

Salivarius e Ágar Sal Manitol e realizada a contagem das colônias expressas em 

UFC/mL. Também foi realizada citologia exfoliativa antes e depois com coloração 

de Papanicolau e coloração ácido periódico-Schiff (PAS) para avaliação de 

alterações celulares. Após o uso, o paciente respondeu também um questionário 

sobre as características organolépticas. A formulação de espuma apresentou uma 

boa aceitação de aparência e consistência para 100% dos pacientes. O G2 

apresentou redução de bactérias com diferença das médias log antes-depois de 

0,28 UFC/mL, apresentando diferença estatisticamente significante em uma 

utilização do produto por 01 minuto (p<0,05). O grupo 1 apresentou melhor média 

de aumento de salivação durante o uso do produto com média de 6,9 com diferença 

estatisticamente significante entre ele o grupo 5 (p<0,05). O uso tópico da 

formulação em espuma foi citológico e clinicamente seguro nas três concentrações 

testadas. Somente a concentração de 0,5% apresentou alteração halo perinuclear 

estatisticamente significante. Esses resultados podem ter um impacto importante 
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no desenvolvimento de terapêutica eficaz, segura e de baixo custo na saúde bucal 

em pacientes com mucosite e xerostomia. 

 

Palavras-chave: Mucosite; Xerostomia; Lippia 
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ABSTRACT  

Oral mucositis (OM) is an inflammatory process resulting from the cytotoxic adverse 

effect of treatment of radiotherapy and chemotherapy in patients with cancer and 

has as clinical manifestation painful ulcerations. The essential oils (EOs) have been 

studied among the bioactive agents with promising antimicrobial activity; among 

them we have the Lippia sidoides Cham., which has been used in the treatment of 

several pathologies due to its anti-inflammatory, antioxidant, antifungal and 

antibacterial action. This work aims to evaluate the organoleptic characteristics, 

antimicrobial activity and cytotoxicity of a foam containing essential oil of Lippia 

sidoides Cham. for prevention and treatment of oral mucositis in healthy patients. It 

was a randomized, interventional clinical trial involving 50 healthy individuals who 

underwent the use of the test product based on Lippia sidoides Cham. at 0.5% (G1), 

0.5% associated with EO of Cymbopogon citratus 0.3% + Citrus limon 0.1% (G2), 

0.25% associated with EOs of Cymbopogon citratus 0.2% + Citrus limon 0.2% (G3), 

placebo with excipients without essential oils (G4) and placebo with excipients + 

essential oil of Cymbopogon citratus + Citrus limon (G5). The saliva was collected 

before and after the use of the products, diluted to 10-1,10-3 and 10-5 and plated in 

the culture media: BHI Agar, Sabouraud Agar, Mitis Salivarius Agar and Manitol Salt 

Agar and counting the colonies expressed in CFU/mL. Papanicolau staining and 

Periodic acid-Schiff staining (PAS) were also performed in exfoliative cytology to 

evaluate cellular alterations before and after use the foam. After use, the patient 

also answered a questionnaire about the organoleptic characteristics. The foam 

formulation presented good acceptance of appearance and consistency for 100% 

of the patients. G2 showed a reduction of bacteria with a difference of log averages 

before -0.88 CFU / mL, presenting a statistically significant difference in one use of 

the product for 1 minute (p <0.05). Group 1 presented a better average salivation 

increase during the use of the product with a mean of 6.9 with a statistically 

significant difference between him and group 5 (p <0.05). Topical use of the foam 

formulation was cytologically and clinically safe at the three concentrations tested. 

Only the concentration of 0.5% presented a statistically significant perinuclear halo 

change. These results may have a significant impact on the development of 

effective, safe and low cost oral health therapy in patients with mucositis and 

xerostomia. 
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1. INTRODUÇÃO

Mucosite oral (MO) é um processo inflamatório resultante do efeito colateral 

citotóxico do tratamento em pacientes com câncer, radioterapia e quimioterapia, e 

tem como manifestação clínica ulcerações dolorosas que prejudicam na nutrição 

devido a dificuldade de mastigação e deglutição, aumento do risco para infecções 

sistêmicas, comprometendo o tratamento oncológico e também na qualidade de 

vida (Cheng et al., 2010; Al-Ansari et al., 2015; Koizumi et al., 2017; Prats et al., 

2017; Tancharoen et al., 2018).  

Sonis propôs uma hipótese para o desenvolvimento e cicatrização das lesões 

de MO que ocorre em quatro fases interdependentes: uma fase inicial 

inflamatória/vascular, uma fase epitelial, uma fase ulcerativa/bacteriológica, e uma 

fase de cicatrização (Sonis, 1998). A fase I, fase inflamatória/vascular acontece 

imediatamente após a administração da radioterapia e quimioterapia que induz à 

liberação de citocinas Interleucina-1 (IL-1) e Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-

α) do epitélio (Krenger & Ferrara, 1996; Sonis, 1998). A radiação ionizante também 

estimula a liberação de citocinas do tecido conjuntivo adjacente. TNF-α e IL-1 

podem causar danos teciduais e serem um fator de aceleração e agravante do 

processo de mucosite. IL-1 estimula uma resposta inflamatória, resultando em 

aumento da resposta vascular subepitelial, levando assim a um aumento nos níveis 

locais de agentes citotóxicos (Nagi et al., 2017). Acredita-se que o uso 

concomitante de radiação e quimioterapia amplifique e prolongue a liberação de 

citocinas e, assim, aumente ainda mais a resposta inflamatória dos tecidos (Sonis, 

1998). 

A fase II, epitelial, acontece especialmente com fármacos que afetam a fase S 

do ciclo celular, como Metotrexato, 5-fluorouracil e Citarabina, causando impacto 

nas células em divisão do epitélio basal oral, resultando em redução da renovação 

do epitélio, atrofia e ulceração (Sonis, 1998; Nagi et al., 2017). A fase III, 

ulcerativa/bacteriológica é a mais sintomática e inicia geralmente uma semana após 

o início do tratamento para o câncer, ocorrendo geralmente no momento da 

neutropenia máxima do paciente. É caracterizada por áreas localizadas de erosão 

em espessura total que ficam cobertas por uma pseudomembrana fibrinosa, com 

colonização secundária bacteriana que estimula ainda mais a liberação de citocinas 
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do tecido conjuntivo, agravando mais ainda o quadro do paciente.(Sonis, 1998; 

Nagi et al., 2017) A fase IV, cicatrização, é caracterizada pela normalização dos 

leucócitos, proliferação e diferenciação celular, e controle da microbiota oral ( Sonis. 

1998). 

A MO apresenta alta incidência em pacientes em tratamento do câncer, quase 

todos os pacientes em tratamento radioterápico apresentam lesões de MO e em 

89% dos pacientes em tratamento quimioterápico (TQ) e tratamento radioterápico 

(TR) associados.(Trotti et al., 2003) O custo de internação para pacientes em 

tratamento quimioterápico é bem elevado, e há um aumento considerável se esses 

pacientes apresentam lesões de MO, sendo necessárias assim medidas de baixo-

custo para preveção do aparecimento desta patologia nesses pacientes. Neste 

contexto, o uso dos óleos essenciais podem vir a ser alternativa eficaz. (Elting et 

al., 2003) 

Nesse contexto, os óleos essenciais (OEs) vêm sendo estudado entre os 

agentes bioativos com atividade antimicrobiana promissora. (Scrimger et al., 2018) 

Entre estes temos o óleo essencial extraído da planta Lippia sidoides Cham, 

também conhecida como "Alecrim-pimenta", que é nativa da região nordeste do 

Brasil e norte do estado de Minas Gerais, e que vem sendo utilizada no tratamento 

de diversas patologias devido a sua ação anti-inflamatória, antioxidante, antifúngica 

e antibacteriana (Chambers et al., 2004; Bassolé & Juliani, 2012; Eslami et al., 

2016). A ação antimicrobiana acontece devido a esta espécie produzir um óleo 

essencial rico em timol e carvacrol, que tem uma potente atividade antimicrobiana 

contra fungos e bactéria (Bassolé & Juliani, 2012). Sendo assim, nos propusemos, 

no presente estudo, avaliar a tolerância e segurança de óleos essenciais, bem 

como seu uso na prevenção da mucosite oral.  
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2. CAPÍTULO 1 

O manuscrito a seguir intitulado “Avaliação das características 

organolépticas e antimicrobiana de espuma contendo óleos essenciais para 

prevenção e tratamento de mucosite oral” será submetido para publicação no 

periódico “Archives of Oral Biology” – Qualis A2, ISSN 0003-9969. 
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¹Programa de Pós-Graduação em Ciências Odontológicas. Universidade Federal 
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2 Programa de Pós-graduação em Desenvolvimento e Inovação Tecnológica em 
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3Universidade Federal da Paraíba, Cidade Universitária CEP: 58051-900, João 

Pessoa-Brasil. ³Departamento de Clínica e Odontologia Social. Universidade 

Federal da Paraíba, Cidade Universitária CEP: 58051-900, João Pessoa-Brasil. 

 

RESUMO: 
 

Objetivo: Esse trabalho teve como objetivo avaliar as características 

organolépticas e atividade antimicrobiana de uma espuma contendo óleos 

essenciais para prevenção e tratamento de mucosite oral. Materiais e métodos: É 

um ensaio clínico, randomizado, intervencionista envolvendo 50 indivíduos 

saudáveis que foram submetidos à utilização do produto teste à base de Lippia 

sidoides Cham. nas concentrações de 0,5% (G1), 0,5% associado com OEs de 

Cymbopogon citratus 0,3% + Citrus limon 0,1% (G2), 0,25% associado com OEs 

de Cymbopogon citratus 0,2% + Citrus limon 0,2% (G3), placebo com excipientes 

sem óleos essenciais (G4) e placebo com excipientes + óleo essencial de 

Cymbopogon citratus + óleo essencial de Citrus limon (G5). Saliva foi coletada 

antes e após a utilização do produto, diluída a 10-1,10-3 e 10-5 e plaqueada nos 

meios de cultura BHI Ágar, Ágar Sabouraud, Ágar Mitis Salivarius e Ágar Sal 

Manitol e realizada a contagem das colônias expressas em UFC/mL. Após o uso, 

o paciente respondeu um questionário sobre as características organolépticas. 

Resultados: A formulação de espuma apresentou uma boa aceitação de aparência 

e consistência para 100% dos pacientes. O grupo 2 apresentou redução de 
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bactérias com diferença das médias log antes-depois de 0,28 UFC/mL, 

apresentando diferença estatisticamente significante em apenas uma utilização do 

produto por 01 minuto (p<0,05). O grupo 1 apresentou melhor média de aumento 

de salivação durante o uso do produto com média de 6,9 com diferença 

estatisticamente significante entre ele o grupo 5 (p<0,05). Conclusão: Esses 

resultados podem ter um impacto importante no desenvolvimento de terapêutica 

eficaz, segura e de baixo custo na saúde oral em pacientes com mucosite e 

xerostomia. 

Palavras-chave: Mucosite; Xerostomia; Lippia; Produtos com Ação 

Antimicrobiana 
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ABSTRACT 
 

Objective:The aim of this study was to evaluate the organoleptic characteristics and 

antimicrobial activity of an foam made from essential oil of Lippia sidoides Cham. 

for prevention and treatment of oral mucositis. Design: This is a randomized, 

interventional, clinical trial involving 50 patients who underwent the use of Lippia 

sidoides Cham. 0.5%, 0.5% associated with the essential oil of Cymbopogon 

citratus 0.3% + Citrus limon 0.1%, 0.25% associated with the essential oil of 

Cymbopogon citratus 0.2% and Citrus limon 0.2%, placebo with with excipient and 

placebo with excipient + essential oil of Citrus limon and Cymbopogon citratus. 

Saliva was collected before and after using the product, diluted 10-1,10-3 and 10-5 

and plated on to Brain Heart Infusion agar, Sabouraud Dextrose agar, Mitis 

Salivarius agar and Manitol Salt agar and representative colonies were counted in 

and expressed in CFU / mL. The oral cytology exfoliative before and after using the 

product. Smears were stained with the Papanicolaou and PAS stain and were 

examined by pathologist to evaluate cell differences. After use, the patient answered 

a question about the organoleptic characteristics. Results: The foam formulation 

presented good acceptance of appearance and consistency for 100% of the 

patients. Group 2 presented a reduction of bacteria with a difference of the mean 

log before-after 0,28 UFC/ mL, presenting statistically significant difference in only 

one use of the product for 1 minute (p <0.05). Group 1 presented a better salivation 

increase during the use of the product with a mean of 6.9 with a statistically 

significant difference between group 5 (p <0.05).Conclusions: These results may 

have a significant impact on the development of effective, safe and low-cost oral 

health therapy in patients with mucositis and xerostomia with low-income.  

Key words: Mucositis; Xerostomia; Lippia; Products with Antimicrobial Action.  
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INTRODUÇÃO 
 

Mucosite oral (MO) é um processo inflamatório resultante do efeito colateral 

citotóxico do tratamento em pacientes com câncer, tendo como característica 

eritema, atrofia, erosão e úlcera da mucosa oral (Al-Ansari et al., 2015; Prats et al., 

2017). Essas ulcerações são tipicamente dolorosas, consequentemente, 

necessitam de terapias analgésicas, prejudicam na nutrição devido a dificuldade de 

mastigação e deglutição e também na qualidade de vida (Cheng et al., 2010; 

Koizumi et al., 2017; Tancharoen et al., 2018). Além disso, essa ruptura da 

integridade da barreira epitelial, característica nas ulcerações da MO, representa 

um expressivo fator de risco para infecções sistêmicas, principalmente nos 

pacientes imunocomprometidos, podendo levar a descontinuação no tratamento 

oncológico (Al-Ansari et al., 2015). 

A MO apresenta alta incidência, 97%, em pacientes em TR e 89% em pacientes 

em TQ e TR associados (Trotti et al., 2003). Estudos relatam que o custo médio de 

internação para pacientes com MO é bem elevados, comparados aos pacientes 

sem essas lesões, sendo necessários assim medidas de baixo custo como os óleos 

essenciais para prevenir o aparecimento de MO, ajudando a diminuir os custos 

hospitalares nesses pacientes, já que apresenta uma taxa de incidência bastante 

elevada entre os pacientes submetidos ao tratamento para câncer (Elting et al., 

2003). 

Embora atualmente ainda não exista um método definido para a prevenção e 

tratamento da MO (Stokman et al., 2006), várias intervenções como anestésicos 

tópicos, antimicrobianos, analgésicos, higiene oral, diversos enxaguantes bucais, 

laserterapia, difenidramina são utilizadas (Saunders et al., 2013; Saito et al., 2014; 

Soares et al., 2018). Dessa forma, um protocoloco deve ser estabelecido utilizando 

novas terapias para melhorar a qualidade de vida desses pacientes.  

Outra complicação muito comum associada ao tratamento quimioterápico e 

radioterápico desses pacientes é a hipossalivação, que é a sensação subjetiva de 

boca seca que pode ser devido a danos nas glândulas salivares que ocorrem em 

quase todos os pacientes tratados com radioterapia (Scrimger et al., 2018). A 

hipossalivação é associada ao aumento da cárie dentária, dificuldade na 
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mastigação, deglutição, e problemas de fala, bem como maior incidência de 

candidíase (Chambers et al., 2004). Assim, a diminuição na taxa de fluxo salivar é 

um fator que aumenta o risco de mucosite oral (Eslami et al., 2016). 

Os óleos essenciais (OEs) vêm sendo estudado entre os agentes bioativos com 

atividade antimicrobiana promissora (Bassolé & Juliani, 2012). Entre estes temos o 

óleo essencial extraído da planta Lippia sidoides Cham, também conhecida como 

"Alecrim-pimenta", que é nativa da região nordeste do Brasil e norte do estado de 

Minas Gerais, e que vem sendo utilizada no tratamento de diversas patologias 

devido a sua ação anti-inflamatória, antioxidante, antifúngica e antibacteriana 

(Botelho et al., 2007; Fontenelle et al., 2007; Vázquez-Sánchez et al., 2018). A ação 

antimicrobiana acontece devido a esta espécie produzir um óleo essencial rico em 

timol e carvacrol, que têm uma potente atividade antimicrobiana contra fungos e 

bactérias (Botelho et al., 2007). 

Os mecanismos de ação antimicrobiana do óleo essencial de Lippia sidoides 

ainda não estão bem esclarecidos. Entretanto, acredita-se que o mecanismo de 

ação do carvacrol e timol em biofilmes seja devido a sua natureza anfipática. A sua 

parte hidrofílica permitiria sua difusão através da matriz polissacarídica, enquanto 

as propriedades hidrofóbicas predominantes destes compostos poderiam levar a 

interações específicas com a membrana da bactéria causando a dispersão das 

cadeias polipeptídicas da membrana celular e afetando a sua estabilidade (Soumya 

et al., 2011) 

Apesar do progresso da pesquisa nessa área, ainda há poucos estudos com 

OEs com aplicação no campo da odontologia. Normalmente, algumas substâncias 

desta classe têm sido utilizadas em formulações evitando formação de biofilme e 

para evitar gengivite (Preus et al., 2013; Van Leeuwen et al., 2014) por isso existe 

a necessidade de mais estudos utilizando OEs com possível uso potencial para 

pacientes apresentando mucosite e xerostomia. Esse trabalho teve como objetivo 

avaliar as características organolépticas e a atividade antimicrobiana de uma 

espuma contendo óleo essencial de Lippia sidoides, Cymbopogon citratus e Citrus 

limon para prevenção e tratamento de mucosite oral. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

1. Considerações Éticas 

 

O presente estudo foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa em Seres 

Humanos da Universidade Federal da Paraíba e aprovado pelo protocolo CAAE 

83179618.8.0000.5188 com o parecer 2.839.183 (ANEXO A). 
 

2. Descrição do estudo 

 

Trata-se de um ensaio clínico, duplo-cego, randomizado, intervencionista, 

longitudinal envolvendo indivíduos saudáveis.  A população do estudo foi composta 

de 50 indivíduos adultos de ambos os sexos, divididos em 5 grupos que foram 

submetidos à utilização do produto teste à base de L. sidoides Cham. nas 

concentrações de 0,5% (G1), 0,5% associado óleo essencial de Cymbopogon 

citratus 0,3% + óleo essencial de Citrus limon 0,1% (G2), 0,25% associado óleo 

essencial de Cymbopogon citratus 0,2% + Óleo essencial de Citrus limon 0,2% 

(G3), além do grupo onde os indivíduos receberam o placebo excipientes sem óleos 

essenciais (G4) e placebo excipientes + óleo essencial de Cymbopogon citratus + 

óleo essencial de Citrus limon (G5). 

3. Cálculo amostral 

 

Utilizando o teste ANOVA, onde k são os 5 grupos estudados (concentrações 

de 0,5%, 0,5% associado, 0,25% associado, além dos dois grupos placebos), 

utilizando 50 pacientes, com 10 participantes em cada grupo, obtivemos o poder de 

90%, com uma significância de 0,05. 

4. Critérios de inclusão 

a. Voluntários saudáveis; 

b. Voluntários maiores de 18 anos; 

c. Voluntários que aceitaram participar do estudo. 
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5. Critérios de exclusão 

a. Voluntários com alterações sistêmicas; 

b. Voluntários com xerostomia; 

c. Voluntários com alergia aos óleos essenciais Lippia sidoides Cham., 

Cymbopogon citratus e Citrus limon; 

d. Voluntários apresentando lesões em cavidade oral; 

e. Voluntários em tratamento antibiótico; 

f. Voluntários fazendo uso de colutórios com substâncias 

antimicrobianas; 

6. Desenvolvimento da espuma 

A metodologia de desenvolvimento da espuma seguiu a patente de processo 

de nº BR 10 2018 016386 8, datada de 22/07/2018. 

7. Coleta de saliva e avaliação antimicrobiana 

Os participantes do estudo foram alocados nos grupos por sorteio e a coleta 

da saliva foi realizada previamente e 30 minutos após a utilização dos produtos. A 

aplicação do produto e as coletas foram realizadas no Consultório Odontológico do 

Laboratório de Biologia bucal (LABIAL/UFPB). A espuma foi aplicada uma única 

vez, em um recipiente de 10mL padronizado, em toda a mucosa jugal do paciente 

durante 01 minuto, e após o paciente cuspia o excesso do produto. Para coleta da 

saliva foi utilizado o método da expectoração ou “método do cuspe” que é utilizado 

para medição do fluxo salivar, através da saliva que é expelida e coletada em um 

tubo graduado. Para isto, após secagem da boca com gaze estéril, o voluntário 

permaneceu durante três minutos sem deglutir e ao final expeliu toda a saliva 

armazenada na boca em um tubo coletor estéril. A saliva coletada antes e após a 

utilização do produto foi centrifugada por 10 minutos a 5000 rpm e o sobrenadante 

foi diluído com solução salina 0,9% estéril. As soluções foram diluídas a 10-1,10-3 e 

10-5 e plaqueadas em BHI Ágar, Ágar Sabouraud, Ágar Mitis Salivarius e Ágar Sal 

Manitol e então incubadas a 37ºC por 24h para verificação do crescimento 

bacteriano através da contagem das colônias expressas em UFC/mL. 

8. Características organolépticas da espuma e efeito adverso 

Os participantes da pesquisa foram instruídos a preencher um questionário 

sobre as características organolépticas do produto testado (Apêndice A). Foram 
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avaliadas: aparência, consistência, aplicação, sabor e odor do produto, se o produto 

causou aumento de salivação, ardência, dor, dormência, refrescância, naúsea ou 

outras alterações durante ou após o uso do produto. 

9. Análise estatística 

 Os dados sobre as características organolépticas, as variáveis quantitativas, 

foram inicialmente analisadas pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, a fim de verificar 

a normalidade dos dados da distribuição. Para estatística descritiva, calculou-se a 

média e o desvio-padrão (dados paramétricos) e comparados os grupos através do 

ANOVA e teste de Tukey.  

Os dados sobre o número de Unidades formadoras de colônias (UFC) foram 

processados inicialmente para homogeneizar as variâncias e tornar a distribuição 

mais próxima da normalidade. Para este fim, usamos uma transformação 

logarítmica como a seguinte equação: y = log 10 (x) = log (x). Variáveis 

quantitativas, contínuas e discretas, foram inicialmente analisadas pelo teste de 

Kolmogorov-Smirnov, a fim de verificar a normalidade dos dados da distribuição. 

Para estatística descritiva, calculou-se a média e o desvio-padrão (dados 

paramétricos) ou médios, intervalo interquartílico e valores mínimos e máximos 

(dados não-paramétricos). As comparações entre o antes e depois foram feitas 

usando o Teste T pareado (dados paramétricos). Em todos os casos, o nível de 

significância foi fixado em 0,05 (5%), sendo considerado estatisticamente 

significativo p menor que 0,05. Os dados foram analisados utilizando o software 

SPSS 22. 

 

RESULTADOS 

 

Quanto às características organolépticas da espuma empregada neste 

estudo, foi obervado que o grupo 2 apresentou melhor média na aparência do 

produto (Fig.01). Porém, não houve diferença estatisticamente significante entre os 

grupos (Tabela 01).  
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Fig.01: Pontuação escala de aparência física do produto analisado.  

O produto do grupo 2 apresentou maior valor na escala da consistência 

(Fig.02). Porém, não houve diferença estatisticamente significante entre os grupos 

(Tabela 01).  

 

 
Fig.02: Pontuação de escala de consistência do produto analisado. 

Na comparação entre os grupos, não houve diferença estatisticamente 

significante dos valores médios das escalas de análises da aplicação dos produtos 
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estudados. (Fig.03 e Tabela 01). 100% dos participantes relataram que os produtos 

apresentavam boa consistência, boa aparência e fácil aplicação. 

 
Fig.03: Média da pontuação escala facilidade de aplicação dos produtos analisados. 

O grupo 2 apresentou melhor média de odor do produto (Fig.04). Porém, não 

houve diferença estatisticamente significante entre os grupos (Tabela 01). 

 
Fig.04: Pontuação média de escala de odor dos produtos analisados. 

O grupo 3 apresentou melhor média de sabor do produto (Fig.05). Porém, 

não houve diferença estatisticamente significante entre os grupos comparando o 

sabor do produto (Tabela 01). 
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Fig.05: Média da pontuação de escala de sabor 

Tabela 01: Características organolépticas das espumas contendo óleo essencial de Lippia sidoides 
Cham. e grupos placebos 

 

 

O grupo 1 apresentou melhor média de aumento de salivação durante o uso 

do produto (Fig.06). Houve diferença estatisticamente significante entre o grupo 1 

e o grupo 5 (p<0,05) (Tabela 02). 

 

      

 0,5% 

(G1) 

0,5% 

associado 

(G2) 

0,25% 

associado 

(G3) 

Placebo 1 

(G4) 

Placebo 2 

(G5) 

Aparência 8,9 + 1,59 9,2 + 0,91 7,5 + 3,06 7,4 + 4,03 7,8 + 1,54 

Consistência 8,7 + 1,25 9,4 + 1,07 7,0 + 3,36 7,8 + 1,61 8,3 + 1,41 

Aplicação 9,6 + 0,96 9,5 + 0,85 9,0 + 1,33 8,7 + 1,70 8,6 + 1,43 

Odor 8,8 + 1,68 9,4 + 1,07 8,7 + 1,56 7,4 + 3,47 7,9 + 0,56 

Sabor 7,4 + 3,02 7,3 + 1,49 8,10+ 1,59 5,3 + 3,12 7,0 + 0,81 
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Fig.06: Média de escala de aumento de salivação durante o uso do produto. 

Na espuma com concentração de 0,5% o nível médio da escala de ardência 

durante o uso do produto foi de 4,6. Na concentração de 0,5% associado a outros 

óleos essenciais o nível médio foi de 7,5, na concentração de 0,25% a média foi de 

4,5, no grupo placebo 1 a média foi de 0,0 e no placebo 2 foi de 0,3. A espuma 

placebo 1 apresentou melhor média de ardência durante o uso do produto (Fig.07 

e Tabela 02). 

 
 
Fig.07: Média de escala de ardência durante o uso do produto. 
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Nenhum dos participantes apresentou dor, náusea ou outros aspectos 

durante o uso do produto. Não houve diferença estatisticamente significante entre 

os grupos do óleo essencial e os placebos quanto à dormência durante o uso do 

produto (Tabela 02). 

Houve diferença estatisticamente significante entre a refrescância em todos 

grupos contendo óleo essencial de Lippia sidoide e o placebo 2 (Fig.08 e Tabela 

02). 

 

Fig.08: Pontuaçã0 na escala de refrescância durante o uso do produto. 
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Tabela 02: Características organolépticas avaliadas durante o uso das espumas contendo óleo 
essencial de Lippia sidoides cham. e dos placebos 

 

Letras minúsculas indicam diferenças entre grupos, ANOVA p< 0,05 

O grupo 1 apresentou melhor média de aumento de salivação após o uso do 

produto entre os grupos com óleo essencial de Lippia sidoide (Fig.09). Houve 

diferença estatisticamente significante entre os grupos com óleo essencial de Lippia 

sidoides e o placebo 2 (Tabela 03). 

 
Fig.09: Média de escala de aumento de salivação após o uso do produto. 

      

 0,5% 

(G1) 

0,5% 

associado 

(G2) 

0,25% 

associado 

(G3) 

Placebo 1 

(G4) 

Placebo 2 

(G5) 

Aumento de 

salivação 

6,9 + 3,92a 5,1 + 2,84 4,10 + 4,38 3,9 + 3,87 1,5+ 2,46a 

Ardência 4,6+2,75a 7,5+1,95b 4,5+4,03c 0,0+ 0,0abc 0,30+0,67abc 

Dor 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 

Dormência 0,3+ 0,67 0,5+ 1,58 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 

Refrescância 6,1+ 2,88a 6,9 + 2,84b 5,4 + 3,40c 2,9+3,41b 0,9+ 1,28abc 

Naúsea 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 
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Não houve diferença estatisticamente significante entre os grupos com óleo 

essencial de Lippia sidoides e os placebos quanto à ardência após o uso do produto 

(p<0,05) (Fig.10 e Tabela 03). 

 
Fig.10: Média de escala de ardência após o uso do produto. 

 
Nenhum dos participantes apresentou dor ou náusea após o uso do produto. 

Não houve diferença estatisticamente significante entre os grupos do óleo essencial 

de Lippia sidoides e os placebos quanto a dormência após o uso do produto. Um 

paciente relatou azia após o uso do produto com concentração de 0,5% (Tabela 

03). 

 

Fig.11: Média de escala de refrescância após o uso do produto. 
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O grupo 1 apresentou melhor refrescância após o uso do produto (Fig. 11). 

Houve diferença estatisticamente significante entre os grupos 1 e 2 e o grupo 5 

(Tabela 03). 

Tabela 03: Características organolépticas após o uso das espumas contendo óleo essencial de 
Lippia sidoides cham. e dos placebos  

Letras minúsculas indicam diferenças entre grupos, ANOVA p< 0,05 

 

Na espuma com concentração de 0,5% associado houve redução 

estatisticamente significante (p<0,05) da contagem de microorganismos (UFC/mL) 

no meio de cultura BHI Ágar. Enquanto que no grupo placebo 2 e na concentração 

de 0,25% associado, houve aumento na contagem. (Tabela 04 e Fig.12) 

      

 0,5% 

(G1) 

 

0,5% 

associado 

(G2) 

0,25% 

associado 

(G3)  

Placebo 1 

(G4) 

 

Placebo 2 

(G5) 

 

Aumento de 

salivação 

6,4 + 2,98a 4,9 + 2,80b 6,0 + 2,66c 4,0 + 3,71d 0,20+ 0,63abcd 

Ardência 1,4 + 3,09 0,6 + 1,89 0,6 + 1,89 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 

Dor 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 

Dormência 0,2 + 0,42 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 0,3 + 0,94 0,0 + 0,0 

Refrescância 5,3 + 3,33a 4,30 + 3,36b 3,50 + 2,83 2,10+3,31 0,4 + 0,69ab 

Naúsea 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 
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Fig.12: Diferença das médias log de contagem de bactérias antes e depois no meio de cultura BHI 

ágar. 

 
Tabela 04: Média das diferenças emparelhadas no meio de cultura BHI Ágar 

Diferenças emparelhadas no meio BHI Ágar 

Produto Diferença das 

médias log antes- 

depois UFC/mL 

Desvio 

padrão 

Erro 

padrão  

95% Intervalo de 

confiança da diferença 

t sig 

Inferior Superior 

0,5% (G1) 

 

0,16 0,46 0,14 -0,162 0,499 1,14 0,280 

0,5 

associado 

(G2) 

 

0,28 0,32 0,10 0,491 0,513 2,74 0,023 

0,25 

associado 

(G3)  

-0,33 0,50 0,15 -0,689 0,026 -

2,094 

0,066 

Placebo 1 

(G4) 

-0,21 0,44 0,14 -0,530 0,103 -1,52 0,162 

Placebo 2 

(G5) 

-0,32 0,43 0,13 -0,640 -0,011 -2,34 0,044 
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Nas espumas com óleo essencial de Lippia sidoides houve redução da 

contagem de microorganismos (UFC/mL) no meio de cultura Sabouraud Ágar, mas 

não foi estatisticamente significante (p<0,05).  (Fig.13 e Tabela 05) 

 
Fig.13: Diferença das médias log de contagem de bactérias antes e depois no meio de cultura 

Sabouraud Ágar 
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Tabela 05: Média das diferenças emparelhadas no meio de cultura Sabouraud Ágar 

No grupo 1 e 2 houve redução da contagem de microorganismos (UFC/mL) 

no meio de cultura Mitis Salivarius ágar, mas não foi estatisticamente significante 

(p<0,05).  (Tabela 06 e Fig.14) 

Os resultados no meio de cultura Ágar Sal Manitol não puderam ser 

calculados, devido ao pouco crescimento em todos os grupos. 

Diferenças emparelhadas no meio Sabouraud Ágar 

Produto Diferença das 

médias log antes 

– depois UFC/mL 

Desvio 

padrão 

Erro 

padrão 

da média 

95% Intervalo de 

confiança da 

diferença 

t sig 

Inferior Superior 

0,5% (G1) 0,28 0,64 0,20 -0,18 0,74 1,37 0,20 

0,5 

associado 

(G2)  

0,27 0,48 0,15 -0,06 0,62 1,81 0,10 

0,25 

associado  

(G3) 

0,01 0,48 0,15 -0,33 0,36 0,10 0,91 

Placebo 1 

(G4) 

-0,06 0,37 0,11 -0,33 0,20 -0,53 0,60 

Placebo 2 

(G5) 

-0,14 0,49 0,15 -0,49 0,21 -0,90 0,39 
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Fig.14: Diferença das médias log de contagem de bactérias antes e depois no meio de cultura 

Mitis Salivarius Ágar 
 

Tabela 06: Média das diferenças emparelhadas no meio de cultura Mitis Salivarius ágar 

 
DISCUSSÃO 
 

O uso do óleo essencial de Lippia sidoides (OELS) pode ser benéfico na 

prevenção e tratamento da mucosite oral, visto que tem sabor e odor aceitáveis, é 

Diferenças emparelhadas no meio Mitis Salivarius ágar 

Produto Diferença das 

médias log 

antes-depois 

UFC/mL 

Desvio 

padrão 

Erro 

padrão da 

média 

95% Intervalo de 

confiança da 

diferença 

t sig 

Inferior Superior 

0,5% (G1) 0,22 0,79 0,25 -0,34 0,79 0,88 0,40 

0,5 associado 

(G2) 

0,31 0,50 0,16 -0,05 0,67 1,93 0,08 

0,25 associado 

(G3)  

-0,19 0,57 0,18 -0,60 0,22 -1,05 0,31 

Placebo 1 (G4) -0,03 0,41 0,13 -0,33 0,25 -0,27 0,79 

Placebo 2 (G5) -0,18 0,29 0,09 -0,39 0,03 -1,94 0,08 
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de fácil aplicação, não é invasivo, não apresenta efeitos colaterais e é interessante 

devido ao seu baixo custo. Um estudo realizado sobre a ação antibacteriana de 

óleos essenciais do Nordeste brasileiro evidenciou que OELS apresenta ação 

antibacteriana contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli; entretanto, 

Pseudomonas aeruginosa mostrou resistência à ação deste óleo essencial (Bertini 

et al., 2005). 

Há poucos estudos na literatura sobre a eficácia das formulações de OELS 

e nenhum deles avaliou sua formulação em espuma. Nesse estudo testamos a 

formulação em espuma nas concentrações de 0,5%, 0,5% e 0,25% associados a 

outros óleos essenciais. Quanto às características organolépticas, a formulação do 

tipo espuma apresentou boa aceitação pelos participantes, onde 100% relataram 

que a espuma apresentava boa aparência e boa consistência. Consistência do 

produto para pacientes com mucosite oral apresenta um papel importante, devido 

ao conforto para aplicação nas ulcerações que são geralmente dolorosas nesses 

pacientes.  

 Pacientes submetidos à radioterapia apresentam redução do fluxo salivar 

como efeito adverso. Estudos apontam que uma diminuição na taxa de fluxo salivar 

é um fator que aumenta o risco de mucosite oral (Eslami et al., 2016). A 

concentração de 0,5% apresentou melhor resultado de aumento de salivação 

durante e após o uso do produto. A redução do fluxo salivar leva ao desconforto, 

disfagia, dificuldade na deglutição, na mastigação e fala, disgeusia, aumento do 

risco de cárie dentária e mudanças na microbiologia bucal (Jellema et al., 2001). 

Dessa forma, um aumento de salivação nesses pacientes pode minimizar os danos 

causados pela mucosite oral, aliviar todas essas queixas e melhor a qualidade de 

vida. Nenhum estudo clínico atualmente presente na literatura avaliou o aumento 

de salivação associado com o OELS. 

 Pacientes com mucosite oral apresentam maior risco a infecções sistêmicas, 

principalmente pacientes imunocomprometidos, devido às ulcerações que causam 

ruptura da integridade da barreira epitelial, podendo levar a descontinuação no 

tratamento oncológico (Al-Ansari et al., 2015). Assim, é necessário o uso de 

substâncias antimicrobianas com finalidade de evitar infecções. A espuma 

contendo o óleo essencial de Lippia sidoides Cham. apresentou atividade 



 

42 
 

antimicrobiana, após uma aplicação do produto, melhor resultado foi observado na 

concentração de 0,5% associado aos outros óleos essenciais.  

Poucos estudos clínicos são relatados na literatura avaliando atividade 

antibacteriana e antifúngica utilizando óleo essencial de Lippia sidoides Cham. em 

humanos e nenhum deles utiliza a formulação em espuma e não faz em associação 

do OELS com outros óleos essenciais (Botelho et al., 2009; Lobo et al., 2011; Lobo 

et al., 2014). Lobo et al. avaliaram 81 crianças utilizando o OELS nas formulações 

de: creme dental a 1.4%, gel a 1.4% e colutório a 0.8%, concluindo que houve 

diferença nos níveis Streptococcus mutans medidos em diferentes dias do 

tratamento apenas para o creme dental. Não há relatos na literatura de estudos 

utilizando a formulação de espuma com OELS (Lobo et al.; 2014). 

Lobo et al, utilizaram as concentrações de 0.8%, 1%, 1.2% e 1.4% na 

formulação em gel aplicando por 04 minutos e 0.6%, 0.8%, 1% e 1.2% na 

formulação de colutório aplicando por 01 minuto. Como resultado, obteve-se que a 

melhor concentração de Lippia sidoides Cham. para testes in vivo foi de 0,8% para 

formulação de colutório e 1,4% para gel, concluindo que OELS foi potencialmente 

eficaz na sua ação antimicrobiana contra Streptococcus mutans (Lobo et al., 2011). 

No nosso estudo encontramos ação antimicrobiana estatisticamente significante na 

concentração de 0,5% associado com Cymbopogon citratus e Citrus limon, 

diminuindo assim sua concentração e assim o custo da fabricação do produto.  

Outro estudo foi realizado utilizando enxaguatório bucal contendo o óleo 

essencial de Lippia sidoides com concentração de 1% durante 07 dias. Foi 

observado que um ciclo de tratamento de 7 dias reduziu significativamente a 

contagem de Streptococcus mutans e os índices periodontais, porém 44% dos 

pacientes apresentaram sensação de queimação, 22% apresentaram alteração do 

paladar, 01 paciente apresentou descamação da mucosa e 02 pacientes 

apresentaram náuseas.  Foi observado nesse estudo que a maior concentração 

dos óleos essenciais está associada a uma sensação de ardência durante e após 

o uso do produto, então quanto menor a concentração utilizada, capaz de manter 

sua ação antimicrobiana, melhor será a aceitação pelo paciente. Não houve relatos 

de naúsea durante e após o uso do produto em nenhuma das concentrações. Foi 

demonstrado que a concentração de 0,5% associado apresentou um bom resultado 
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antimicrobiano, apresentando, porém, sensação de ardência transitória. Essa 

sensação pode estar relacionada com os componentes do óleo essencial Timol e 

Cavacrol (Botelho et al., 2009).  

 

CONCLUSÃO 
 

De acordo com os resultados do presente estudo, pôde concluir que a 

formulação de espuma contendo Lippia sidoides Cham. apresentou uma boa 

aceitação de aparência e consistência. A concentração de 0,5% associado 

apresentou redução de bactérias de forma estatisticamente significante após uma 

única aplicação do produto por um minuto. 

 Futuros estudos prospectivos de longo prazo com uma amostra maior e com 

um tempo de utilização maior estão sendo planejados para confirmar esses 

achados. Esses resultados podem ter um impacto importante no desenvolvimento 

de terapêutica eficaz e economicamente viável, visando contribuir para uma melhor 

saúde bucal em pacientes com mucosite e hipossalivação. 
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3. CAPÍTULO 2 

O manuscrito a seguir intitulado “Avaliação de segurança de espuma 

contendo óleos essenciais com potencial para prevenção e tratamento da 

mucosite oral – Estudo clínico de fase I” será submetido para publicação no 

periódico “Archives of Oral Biology” Qualis A2, ISSN 0003-9969.  
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RESUMO: 
 

Objetivo: Esse trabalho teve como objetivo realizar um estudo clínico de fase I, 

avaliando a citotoxicidade de uma espuma contendo óleo essencial de Lippia 

sidoides Cham., Cymbopogon citratus e Citrus limon e fortalecer a próxima etapa, 

um estudo de fase II utilizando a formulação para prevenção e tratamento em 

pacientes portadores de mucosite oral. Materiais e métodos: É um ensaio clínico, 

randomizado, intervencionista envolvendo 50 indivíduos saudáveis que foram 

submetidos à utilização do produto teste à base de Lippia sidoides Cham. nas 

concentrações de 0,5% (G1), 0,5% associado com OEs de Cymbopogon citratus 

0,3% + Citrus limon 0,1% (G2), 0,25% associado com OEs de Cymbopogon citratus 

0,2% + Citrus limon 0,2% (G3), placebo com excipientes sem óleos essenciais (G4) 

e placebo com excipientes + óleo essencial de Cymbopogon citratus + óleo 

essencial de Citrus limon (G5). Foi realizada citología exfoliativa antes e depois do 

uso do produto, com coloração de Papanicolau e coloração ácido periódico-Schiff 

(PAS) para avaliação de alterações celulares.Resultados: Após o uso da espuma 

na concentração de 0,5%, os esfregaços avaliados apresentaram a alteração halo 

perinuclear estatisticamente significante (p< 0,05). A concentração de 0,5% 

associado e 0,25% não apresentaram alterações celulares após o uso. 



 

50 
 

Conclusão: Esses resultados podem ter um impacto importante no 

desenvolvimento de terapêutica eficaz, segura e de baixo custo na saúde bucal em 

pacientes com mucosite. 

Palavras-chave: Mucosite; Xerostomia; Lippia; Testes de Toxicidade 
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ABSTRACT 

 

Objective: To conduct a phase I clinical study, evaluating the cytotoxicity of a foam 

containing essential oil of Lippia sidoides, Cymbopogon citratus and Citrus limon 

and to strengthen the next step, a phase II study using the formulation for prevention 

and treatment in patients with oral mucositis. Design: It is a randomized, 

interventional, clinical trial involving 50 healthy individuals who underwent the use 

of the test product based on Lippia sidoides Cham. at 0.5% (G1), 0.5% associated 

with essential oil of Cymbopogon citratus 0.3% + Citrus limon 0.1% (G2), 0.25% 

associated with essential oils of Cymbopogon citratus 0.2% + Citrus limon 0.2% 

(G3), placebo with excipients without essential oils (G4) and placebo with excipients 

+ essential oils of Cymbopogon citratus + Citrus limon (G5). Exfoliative cytology was 

performed before and after the use of the product, with Papanicolau staining and 

periodic acid-Schiff staining (PAS) to evaluate cellular alterations. Results: After the 

use of the foam at 0.5% concentration, the smears evaluated presented to a 

statistically significant perinuclear halo change (p <0.05). The concentration of 0.5% 

associated and 0.25% did not show cellular alterations after the use. Conclusion: 

These results may have a significant impact on the development of effective, safe 

and low cost oral health therapy in patients with mucositis. 

Keywords: Mucositis; Xerostomia; Lippia; Toxicity Tests. 
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INTRODUÇÃO 

Óleos essenciais (OEs) são misturas complexas de compostos voláteis, que 

podem ser isolados de partes anatômicas distintas das plantas aromáticas, que 

mostraram ter benefícios como atividade antibacteriana, anti-inflamatória, antiviral, 

anticarcinocinogenico e antioxidante (Bassolé & Juliani, 2012; Shaaban et al., 2012; 

Dima et al., 2015).  

Entre eles temos Cymbopogon citratus, Lippia sidoides Cham. e Citrus limon. 

O C. citratus, também conhecido como Capim-limão, é uma das principais plantas 

medicinais e aromáticas cultivadas na Argélia (Boukhatem et al., 2014), que vem 

sendo utilizada no tratamento de diversas patologias devido a sua propriedade 

antibacteriana, antifúngica, analgésica, anti-séptica, antitussígena e anti-reumática. 

(Silva et al., 2008; Shah et al., 2011; Boukhatem et al., 2014) 

Já a Lippia sidoides Cham., também conhecida como "Alecrim-pimenta", é 

uma planta nativa da região norte do estado de Minas Gerais e nordeste do Brasil. 

Estudos mostraram que esse OE possui ação anti-inflamatória, antioxidante, 

antifúngica e antibacteriana (Botelho et al., 2007; Fontenelle et al., 2007; Vázquez-

Sánchez et al., 2018). Essa ação antimicrobiana acontece devido ao seu óleo 

essencial ser rico em carvacrol e timol, que têm uma potente atividade 

antimicrobiana contra fungos e bactérias (Botelho et al., 2007).  

O Citrus limon é uma planta do norte e nordeste brasileiro, mais conhecido 

como “Limoeiro”, utilizado na medicina popular como hipolipemiantes, no 

tratamento de doenças cardiovasculares, doenças neurológicas, obesidade, 

diabetes e alguns tipos de câncer, além da sua ação antibacteriana. (Naim et al., 

2012; Oboh et al., 2015; Avcioglu et al., 2016; Cirmi et al., 2017) 

O efeito protetor de produtos naturais, como os OEs, contra o efeito citotóxico 

causado por radioterapia e quimioterapia é provavelmente uma das estratégias 

preventivas mais promissoras em pacientes durante a terapia (Aghamohamamdi et 

al., 2015). Mucosite oral (MO) é um efeito adverso citotóxico desse tratamento em 

pacientes com câncer, tendo como característica eritema, erosão e úlcera da 

mucosa oral (Al-Ansari et al., 2015; Prats et al., 2017). Essas ulcerações são 

dolorosas, consequentemente, prejudicam na nutrição devido a dificuldade de 
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deglutição e também na qualidade de vida, necessitando assim de terapias anti-

inflamatórias e analgésicas (Cheng et al., 2010; Koizumi et al., 2017; Tancharoen 

et al., 2018). Ainda não existe um método definido para a prevenção e tratamento 

da MO (Stokman et al., 2006), sendo necessário estabelecer um protocoloco deve 

utilizando novas terapias para melhorar a qualidade de vida desses pacientes.  

A utilização de novos medicamentos deve ser avaliada e sua pesquisa deve 

seguir padrões para garantir a segurança aos usuários, seguindo algumas fases. O 

estudo clínico de fase I é realizado com 20 a 100 voluntários saudáveis e tem como 

objetivo identificar a curto prazo, qualquer sinal de alteração, fornecendo 

informações sobre segurança, tolerabilidade, farmacocinética e, por vezes, eficácia 

e propor esquemas posológicos a serem levado para a fase confirmatória (Fase III) 

(Decullier et al., 2009; Antman et al., 2012). Esse trabalho tem como objetivo 

realizar um estudo clínico de fase I, avaliando a citotoxicidade de uma espuma 

contendo óleo essencial de Lippia sidoides, Cymbopogon citratus e Citrus limon e 

fortalecer a próxima etapa, um estudo de fase II utilizando a formulação para 

prevenção e tratamento em pacientes portadores de MO.  

MATERIAIS E MÉTODOS 

1. Considerações Éticas 

O presente estudo foi submetido do Comitê de Ética em Pesquisa em Seres 

Humanos da Universidade Federal da Paraíba e protocolo CAAE 

83179618.8.0000.5188. 

2. Descrição do estudo 

Trata-se de um ensaio clínico, duplo-cego, randomizado, intervencionista, 

envolvendo indivíduos saudáveis.  A população do estudo foi composta de 50 

indivíduos divididos em 5 grupos, que foram submetidos à utilização do produto 

teste à base de L. sidoides Cham. nas concentrações de 0,5% (G1), 0,5% 

associado óleo essencial de Cymbopogon citratus 0,3% + óleo essencial de Citrus 

limon 0,1% (G2), 0,25% associado óleo essencial de Cymbopogon citratus 0,2% + 

Óleo essencial de Citrus limon 0,2% (G3), além do grupo onde os indivíduos 



 

54 
 

receberão o placebo excipientes sem óleos essenciais (G4) e placebo excipientes 

+ óleo essencial de Cymbopogon citratus + óleo essencial de Citrus limon (G5).  

3. Cálculo amostral 

Cálculo amostral   

K 5 

n por grupo 10 

N geral 50 

GLiberd SSB 4 

GLiberd SSW 45 

significância  0,05 

ME f esperada 0,591607 

F significancia  

2,578739184 
 

F sig probabilidade 0,05 

lambda 17,49994212 

V 45 

Z poder 1,32987181 

PODER 
probabilidade 

0,908219745 

  

 

Utilizando o teste ANOVA, onde k são os 5 grupos estudados (concentrações 

de 0,5%, 0,5% associado, 0,25% associado, além dos dois grupos placebos), 

utilizando 50 pacientes, com 10 voluntários em cada grupo, obtivemos o poder de 

90%. 

4. Critérios de inclusão 

a. Voluntários saudáveis; 

b. Voluntários maiores de 18 anos; 

c. Voluntários que desejavam participar do estudo. 
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5. Critérios de exclusão 

a. Voluntários com alterações sistêmicas; 

b. Voluntários com hipossalivação; 

c. Voluntários com alergia aos óleos essenciais Lippia sidoides Cham., 

Cymbopogon citratus e Citrus limon; 

d. Voluntárias grávidas ou lactantes; 

e. Voluntários fumantes; 

f. Voluntários apresentando lesões em cavidade oral; 

g. Voluntários que não desejavam participar do estudo. 

6. Desenvolvimento da espuma 

A metodologia de desenvolvimento da espuma seguirá a patente de processo 

de nº BR 10 2018 016386 8, datada de 22/07/2018 

7. Citologia exfoliativa e coloração 

Os participantes do estudo foram alocados nos grupos por sorteio, foi realizado 

a citologia exfoliativa antes e após 30 minutos da utilização dos produtos. A 

aplicação do produto e as coletas foram realizadas no Consultório Odontológico do 

Laboratório de Biologia bucal (LABIAL/UFPB). Foram aplicados a espuma em um 

recipiente de 10mL padronizado, em toda a mucosa jugal do paciente.  

Para a análise citomorfológica, foi realizada a coleta do esfregaço da mucosa 

bucal, onde cada participante foi instruído a lavar a boca com água destilada e a 

mucosa bucal foi seca com gaze estéril para remover detritos superficiais e excesso 

de saliva. Os esfregaços foram obtidos da mucosa bucal clinicamente saudável dos 

voluntários, usando o método de esfoliação mecânica. Neste procedimento, uma 

espátula de madeira com ponta estendida e umedecida em água destilada foi 

introduzida na boca dos participantes sob visão direta e, em seguida, a espátula foi 

girada na superfície da área da mucosa bucal selecionada sob pressão por 2 a 3 

vezes.  

As raspagens obtidas foram transferidas para lâminas de vidro limpas e secas 

previamente rotuladas com o número de referência do participante e do grupo 

experimental. Cada raspagem foi colocada no meio da lâmina, espalhando por toda 
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a área, formando uma camada fina e uniforme para evitar aglomeração de células. 

As lâminas foram imediatamente fixadas usando álcool etílico 95%. Todos os 

esfregaços preparados foram corados com Papanicolaou e coloração de PAS 

usando os protocolos de rotina.  

8. Procedimento de coloração de Papanicolaou 

Esfregaços foram mergulhados em água destilada. Em seguida, colocados na 

solução de Hematoxilina e depois na água destilada durante 3 minutos cada. As 

lâminas foram lavadas em graus crescentes de álcool durante 2 minutos cada. Em 

seguida, a solução de Orange G foi aplicada por 3 minutos seguidos por álcool 

95%. Após esses procedimentos, a solução de Eosina Azure foi aplicada por 3 

minutos. 

9. Procedimento de coloração de Ácido Periódico de Schiff (PAS) 

Os esfregaços foram lavados em água destilada, tratados com solução de ácido 

Periódico (1g diluído em 100 mL de água destilada) durante 5 minutos em seguida 

mergulhados em água destilada. A seguir, os esfregaços foram cobertos com 

Reagente de Schiff (Fucsina básica: 1g dissolvido em 100 mL de água destilada e 

então aquecido a 50ºC e depois filtrado, adicionado 2g de Metabissulfito de sódio 

+ 2mL de HCl concentrado) e armazenados durante a noite em um ambiente escuro 

à temperatura ambiente. No outro dia, foi adicionado 0,3g de Carvão ativado, 

agitado por um minuto e filtrado por 15 minutos, lavados em água corrente por 5 a 

10 minutos e em seguida, contra-corado com solução de Hematoxilina por 

aproximadamente 15 segundos. Todos os esfregaços preparados com PAS e 

Papanicolaou foram enxaguados em concentrações crescentes de álcool (70, 80, 

95 e 100%). 

10. Avaliação das lâminas 

Para padronizar a avaliação citomorfológica, os esfregaços corados foram 

fotografados por uma câmera acoplada sob um microscópio de luz comum por um 

patologista. As lâminas foram examinadas microscopicamente de maneira 

escalonada. Foram realizadas 25 fotos de cada lâmina, totalizando 5000 fotos. 

Foram selecionadas 50 células desdobradas, de cada lâmina, definidas com 
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coloração adequada por amostragem sistemática, movendo o estágio do 

microscópio da esquerda para a direita seguido para baixo para evitar a repetição 

de células de diferentes campos em um aumento de 40x. Aglomerados celulares 

com detalhes indefinidos foram omitidos da contagem. Foram relatadas alterações 

nucleares como células discarióticas, aumento nuclear com ou sem hipercromasia, 

cromatina nuclear irregular, aumento da relação núcleo/citoplasma, binucleação ou 

multinucleação, fragmentação nuclear, micronúcleo e halo perinuclear e alterações 

nos citoplasmas como presença de glicogênio citoplasmático e vacuolização 

citoplasmática. 

11. Análise estatística 

As comparações entre as análises do esfregaço antes e depois do uso do 

produto foram feitas usando o teste Q de Cochran (dados dicotômicos). Em todos 

os casos, o nível de significância foi fixado em 0,05 (5%), sendo considerado 

estatisticamente significativo p menor que 0,05. Os dados foram analisados 

utilizando o software SPSS 22. 

RESULTADOS 

 Após o uso da espuma na concentração de 0,5%, os esfregaços avaliados 

apresentaram aumento nuclear, aumento da relação núcleo/citoplasma, 

binucleação ou multinucleação, fragmentação nuclear, halo perinuclear, vacúolos 

citoplasmáticos e presença de glicogênio citoplasmático, porém não foram 

alterações estatisticamente significativas comparadas com antes do uso da 

espuma. Já a alteração núcleos picnóticos foi estatisticamente significante (p< 

0,05). Não apresentou discariose e cromatina irregular (Tabela 07). 
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Tabela 07: Distribuição das alterações citomorfológicas entre antes e depois do uso da espuma na 
concentração de 0,5%. 

Alterações celulares na concentração de 0,5% 
Alterações 
celulares 

Antes*  Depois * Sig 

Discariose 0 0  
Aumento nuclear 1 1 1,000 

Cromatina 
irregular 

0 0  

Aumento da 
relação 

núcleo/citoplasma 

2 4 0,157 

Binucleação ou 
multinucleação 

9 10 0,317 

Fragmentação 
nuclear 

1 3 0,157 

Núcleos 
picnóticos 

1 8 0,008** 

Halo perinuclear 2 2 1,000 
Vacúolos 

citoplasmáticos 
6 4 0,157 

Glicogênio 
citoplasmático 

9 10 0,317 

*Dados coletados a partir de 500 fotos por grupo (antes e depois) **Valores de p< 0,05 são 
considerados estatisticamente significativos  
 

Após o uso da espuma com concentração de 0,5% associado, os esfregaços 

avaliados apresentaram cromatina irregular, aumento da relação 

núcleo/citoplasma, binucleação ou multinucleação, fragmentação nuclear, halo 

perinuclear, vacúolos citoplasmáticos e presença de glicogênio citoplasmático, 

porém não foram alterações estatisticamente significativas comparadas com antes 

do uso da espuma. Não apresentou discariose, aumento nuclear e núcleo picnótico 

(Tabela 08). 
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Tabela 08: Distribuição das alterações citomorfológicas entre antes e depois do uso da espuma na 
concentração de 0,5% associado. 

Alterações celulares na concentração de 0,5% associado 
Alterações 
celulares 

Antes*  Depois*  Sig 

Discariose 0 0 - 
Aumento nuclear 0 0 - 

Cromatina 
irregular 

1 2 0,564 

Aumento da 
relação 

núcleo/citoplasma 

1 2 0,564 

Binucleação ou 
multinucleação 

6 6 1,000 

Fragmentação 
nuclear 

1 1 1,000 

Núcleos 
picnóticos 

3 0 0,083 

Halo perinuclear 1 1 1,000 
Vacúolos 

citoplasmáticos 
3 4 0,564 

Glicogênio 
citoplasmático 

10 10 1,000 

*Dados coletados a partir de 500 fotos por grupo (antes e depois) **Valores de p< 0,05 são 
considerados estatisticamente significativos  

 

Após o uso da espuma na concentração de 0,25% associado, os esfregaços 

apresentaram aumento nuclear, aumento da relação núcleo/citoplasma, 

binucleação ou multinucleação, fragmentação nuclear, núcleos picnóticos, 

vacúolos citoplasmáticos e presença de glicogênio citoplasmático, porém não 

foram alterações estatisticamente significativas comparadas com antes do uso da 

espuma. Já a alteração halo perinuclear foi estatisticamente significante (p< 0,05), 

porém essas alterações foram maiores antes do que após o uso. Não apresentou 

discariose e cromatina irregular (Tabela 09). 
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Tabela 09: Distribuição das alterações citomorfológicas entre antes e depois do uso da espuma na 
concentração de 0,25% associado. 

Alterações celulares na concentração de 0,25% associado 
Alterações 
celulares 

Antes*  Depois * Sig 

Discariose 0 0 - 
Aumento nuclear 0 1 0,317 

Cromatina 
irregular 

0 0 - 

Aumento da 
relação 

núcleo/citoplasma 

4 4 1,000 

Binucleação ou 
multinucleação 

6 6 1,000 

Fragmentação 
nuclear 

2 1 0,157 

Núcleos 
picnóticos 

5 4 0,564 

Halo perinuclear 6 2 0,046** 
Vacúolos 

citoplasmáticos 
4 4 1,000 

Glicogênio 
citoplasmático 

6 5 0,564 

*Dados coletados a partir de 500 fotos por grupo (antes e depois) **Valores de p< 0,05 são 
considerados estatisticamente significativos  

 

No placebo 01, os esfregaços avaliados apresentaram aumento da relação 

núcleo/citoplasma, binucleação ou multinucleação, fragmentação nuclear, halo 

perinuclear, vacúolos citoplasmáticos e presença de glicogênio citoplasmático, 

porém não foram alterações estatisticamente significativas comparadas com o 

antes do uso da espuma. Não apresentou discariose, aumento nuclear, cromatina 

irregular e núcleos picnóticos (Tabela 10). 
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Tabela 10: Distribuição das alterações citomorfológicas entre antes e depois do uso da espuma na 
concentração do placebo 01. 

Alterações celulares na concentração de Placebo 01 
Alterações 
celulares 

Antes * Depois * Sig 

Discariose 0 0 - 
Aumento nuclear 0 0 - 

Cromatina 
irregular 

0 0 - 

Aumento da 
relação 

núcleo/citoplasma 

1 2 0,317 

Binucleação ou 
multinucleação 

6 6 1,000 

Fragmentação 
nuclear 

2 2 1,000 

Núcleos 
picnóticos 

2 0 0,157 

Halo perinuclear 0 1 0,317 
Vacúolos 

citoplasmáticos 
5 6 0,564 

Glicogênio 
citoplasmático 

10 10 1,000 

*Dados coletados a partir de 500 fotos por grupo (antes e depois) **Valores de p< 0,05 são 
considerados estatisticamente significativos  

 

No placebo 02, os esfregaços avaliados apresentaram fragmentação 

nuclear, vacúolos citoplasmáticos e presença de glicogênio citoplasmático, porém 

não foram alterações estatisticamente significativas comparadas com antes do uso 

da espuma. Já a alteração binucleação ou multinucleação e glicogênio 

citoplasmático foi estatisticamente significante, pórem as alterações foram mais 

presentes antes do uso da espuma. Não apresentou discariose, aumento nuclear, 

cromatina irregular e núcleos picnóticos (Tabela 11). 
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Tabela 11: Distribuição das alterações citomorfológicas entre antes e depois do uso da espuma na 
concentração do placebo 02. 

Alterações celulares na concentração de Placebo 02 
Alterações 
celulares 

Antes*  Depois* Sig 

Discariose 0 0 - 
Aumento nuclear 0 0 - 

Cromatina 
irregular 

0 0 - 

Aumento da 
relação 

núcleo/citoplasma 

0 0 - 

Binucleação ou 
multinucleação 

6 2 0,046** 

Fragmentação 
nuclear 

1 2 0,317 

Núcleos 
picnóticos 

1 0 0,317 

Halo perinuclear 0 0  
Vacúolos 

citoplasmáticos 
2 2 1,000 

Glicogênio 
citoplasmático 

5 1 0,046** 

*Dados coletados a partir de 500 fotos por grupo (antes e depois) **Valores de p< 0,05 são 
considerados estatisticamente significativos  
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Fig.15: Alterações celulares avaliadas em aumento de 40x nas colorações Papanicolau e Ácido 

periódico-Schiff (PAS). A) Aumento nuclear; B) Cromatina irregular; C) Aumento da relação 

núcleo/citoplasma; D) Multinucleação; E) Fragmentação nuclear; F) Núcleos picnóticos; G) Halo 

perinuclear; H) Vacúolos citoplasmáticos; I) PAS negativo (Ausência de glicogênio citoplasmático); 

J) PAS positivo (Presença de glicogênio citoplasmático). 
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DISCUSSÃO 

O presente estudo se caracteriza por ser um ensaio clínico de fase I, baseado 

no estudo de Salih et al., 2018 com modificações. As alterações no protocolo 

original foram incluídas em função da diferença de objetivos entre esses estudos. 

A principal alteração do protocolo orginal se refere ao fato de estarmos avaliando 

um produto, enquanto no protocolo anterior a investigação tinha como objeto de 

estudos alterações celulares em mucosa oral de pacientes portadores de diabetes. 

Diante do exposto, as observações de alterações celulares se mostraram mais 

desafiadoras, uma vez que as lâminas apresentavam na maioria das vezes com 

padrão de normalidade.  

Em adição ao exposto, uma dificuldade na preparação do protocolo foi a 

ausência de protocolos similares e o desconhecimento do grupo de pesquisa 

quanto as possíveis alterações celulares advindas da exposição de mucosa oral 

aos óleos essenciais.  

É conhecido que os óleos essenciais apresentam propriedades antifúngicas, 

antioxidantes, antibiofilme, mostraram baixa toxicidade para células humanas 

normais (Stringaro et al., 2018). Estudos sobre a citotoxicidade in vivo em produtos 

de prevenção e tratamento para mucosite e com óleo essencial de Lippia sidoides 

são raros na literatura. 

Várias intervenções como anestésicos tópicos, antimicrobianos, analgésicos, 

laserterapia e principalmente medidas de higiene oral utilizando diversos colutórios 

são preconizados no tratamento da mucosite (Saunders et al., 2013; Saito et al., 

2014; Soares et al., 2018).  

Estudos relatam que o uso da clorexidina (CHX) em pacientes em tratamento 

quimioterápico não fornecem benefício clínico, podendo elevar o número de lesões 

de mucosite oral (Pitten et al., 2003). Outro estudo relata que a CHX é altamente 

citotóxica, causando morte celular pró-apoptótica e pró-necrótica, em diferentes 

tipos de células in vitro, sugerindo que a aplicação direta da CHX pode ter sérios 

efeitos tóxicos sobre os fibroblastos gengivais, células endoteliais e, especialmente, 

nos osteoblastos alveolares, interferindo negativamente na fase inicial de 

cicatrização de doenças bucais. (Giannelli et al., 2008) 
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Outras substâncias utilizadas como agente antimicrobiano em colutórios e 

cremes dentais são o Triclosan e o Lauril sulfato de sódio (Babich & Babich 1997), 

porém as preocupações quanto à segurança biológica do Triclosan, devido ao seu 

potencial de toxicidade e efeitos colaterais aumentaram. Alguns estudos indicam 

que essa substância é fisiologicamente prejudicial à saúde reprodutiva em 

humanos e animais (Wang et al., 2015; Han et al., 2016). Estudo realizado com 

camundongos, evidenciou que os animais expostos ao Triclosan aumentaram 

acentuadamente a sua susceptibilidade aos tumores hepáticos (Yueh et al., 2014). 

Já a substância Lauril sulfato de sódio apresenta relatos associando seu uso à 

descamação da mucosa oral, leucoedema e reações no dorso da língual (Herlofson 

& Barkvoll, 1993; Macdonald, Tobin & Hurley, 2016; Brown, Smith & Glascoe, 

2018). Assim é interessante a busca por uma nova substância que não seja 

citotóxica para utilização. Este artigo apresenta os dados de um estudo clínico em 

que um agente fitofarmacêutico em formulação de espuma foi desenvolvido para a 

prevenção e tratamento em pacientes com mucosite oral. 

Foram utilizadas nesse estudo as colorações de Papanicolaou e coloração de 

PAS. O ácido periódico de Schiff é tipicamente usado em histoquímica e 

citoquímica para verificar a presença de glicogênio. O presente estudo mostrou que 

não há diferença estatisticamente significante entre a presença de glicogênio antes 

e após o uso do produto, somente no grupo Placebo 02, porém essa alteração 

celular foi maior antes do uso da espuma. 

O uso tópico da formulação em espuma contendo Lippia sidoides, Cymbopogon 

citratus e Citrus limon em indivíduos saudáveis foi citológico e clinicamente seguro 

nas concentrações de 0,5% associado e 0,25% associado testadas. Somente a 

concentração de 0,5% apresentou alteração núcleo picnóticos estatisticamente 

significante, que é indicativo de morte celular (efeito citotóxico) (Naderi & Pasha, 

2017; Brina et al., 2018). As alterações celulares presentes podem ser interpretadas 

como irrelevantes devido a esse número em algumas concentrações serem 

superiores antes do uso do produto do que após.   

 O uso da formulação em espuma contendo Lippia sidoides, Cymbopogon 

citratus e Citrus limon em indivíduos saudáveis foi citológico e clinicamente seguro 

nas concentrações de 0,5% associado e 0,25% associado testadas. Esses 



 

66 
 

resultados podem ter um impacto importante no desenvolvimento de terapêutica 

segura e economicamente viável na saúde oral em pacientes com mucosite. 

Estudos de fase II e fase III devem ser realizados com finalidade de verificar a 

eficácia na prevenção e tratamento de mucosite oral, utilizando as concentrações 

de 0,5% associado e 0,25%, que se mostraram seguros, sem causar alterações 

celulares. Futuros estudos prospectivos de longo prazo com uma amostra maior e 

com um tempo de utilização maior estão sendo planejados para confirmar esses 

achados. 

 

CONCLUSÃO 

 

O uso tópico da formulação em espuma contendo Lippia sidoides, 

Cymbopogon citratus e Citrus limon em indivíduos saudáveis foi citológico e 

clinicamente seguro nas concentrações de 0,5% associado e 0,25% associado 

testadas.  
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4.CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

Para o tratamento da mucosite, várias intervenções como anestésicos tópicos, 

antimicrobianos, analgésicos, laserterapia e principalmente medidas de hiene oral 

utilizando diversos colutórios são preconizados (Saunders et al., 2013; Saito et al., 

2014; Soares et al., 2018). Colutórios como a clorexidina são utilizadas, porém 

estudos relatam que o uso dessa substância em pacientes em tratamento 

quimioterápico pode elevar o número de lesões de mucosite oral e também e 

citotóxica (Pitten et al., 2003; Giannelli et al., 2008). 

A espuma contendo o óleo essencial de Lippia sidoides apresentou atividade 

antimicrobiana, tendo como melhor resultado a concentração de 0,5% associado 

aos outros óleos essenciais, podendo ser recomendada para pacientes com 

mucosite oral, já que esses apresentam maior risco a infecções sistêmicas, devido 

a serem pacientes imunocomprometidos e às ulcerações que causam ruptura da 

integridade da barreira epitelial (Al-Ansari et al., 2015). 

O uso do óleo essencial de Lippia sidoides pode ser benéfico na prevenção 

e tratamento da mucosite oral, a espuma apresentou sabor e odor aceitáveis, é de 

fácil aplicação, não é invasivo, não apresenta efeitos adversos e é interessante 

devido ao seu baixo custo.  

 Pacientes submetidos à radioterapia apresentam xerostomia como efeito 

adverso. Estudos apontam que uma diminuição na taxa de fluxo salivar é um fator 

que aumenta o risco de mucosite oral (Eslami et al., 2016). A concentração de 0,5% 

apresentou melhor resultado de aumento de salivação durante e após o uso do 

produto. Dessa forma, um aumento de salivação nesses pacientes pode minimizar 

os danos causados pela mucosite oral, aliviar todas essas queixas e melhorar a 

qualidade de vida.  

Esses resultados podem ter um impacto importante no desenvolvimento de 

terapêutica eficaz, segura e barata na saúde oral em pacientes com mucosite e 

xerostomia. 
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5.CONCLUSÃO 

 

A formulação de espuma apresentou uma boa aceitação de aparência e 

consistência nos pacientes, sendo importante para os pacientes com mucosite. 

 A concentração de 0,5% associado apresentou redução de bactérias 

estatisticamente significante após uma aplicação do produto por 01 minuto. 

 O uso da formulação em espuma contendo Lippia sidoides, Cymbopogon 

citratus e Citrus limon em indivíduos saudáveis foi citológico e clinicamente seguro 

nas concentrações de 0,5% associado e 0,25% associado testadas.  
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7.ANEXO A 
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8. APENDICE A 

Questionário – Características Organolépticas 

AVALIAÇÃO DE ESPUMA CONTENDO ÓLEO ESSENCIAL DE LIPPIA 
SIDOIDES CHAM. PARA PREVENÇÃO E TRATAMENTO DE MUCOSITE ORAL 

EM PACIENTES IRRADIADOS – ESTUDO CLÍNICO DE FASE I. 

 

1. Identificação 

 1.1. Data: ___/___/___ Nº de registro:__________Telefone:_______________ 

 1.2. Nome: _____________________________________________________ 

 1.3. Data de nascimento: ___/___/___ Idade: __________ 

 1.4. Sexo: (   ) Feminino (   ) Masculino 

 1.5. Código do produto: __________________ 

Assinatura do participante da pesquisa 

__________________________________________________ 

2. Questionário - Uso da Visual Analogue Scale (VAS) 

 

2.1 O produto apresenta boa aparência? 

(    ) Sim                 (    ) Não   

 

 

 

2.2 O produto apresenta boa consistência? 

(    ) Sim                 (    ) Não   
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2.3 O produto é de fácil aplicação?  

(    ) Sim                 (    ) Não   

 

 

 

 

2.4 O produto apresenta odor agradável? 

(    ) Sim                 (    ) Não   

 

 

 

 

2.5 O produto apresenta sabor agradável? 

(    ) Sim                 (    ) Não   

 

 

 

 

2.6 Durante o uso do produto houve aumento da salivação?  

(    ) Sim                 (    ) Não   
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2.7 Após o uso do produto houve aumento da salivação?  

(    ) Sim                 (    ) Não   

 

 

 

2.8 Foi verificado algum efeito durante o uso do produto?  

(    ) Ardência        

(    ) Dor                 

(    ) Dormência     

(    ) Refrescância  

(    ) Náusea          

(    ) Outros ________________________________ 

 

2.9 Foi verificado algum efeito após o uso do produto?  

(    ) Ardência        

(    ) Dor                 

(    ) Dormência     

(    ) Refrescância  
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(    ) Náusea          

(    ) Outros ________________________________ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


