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Resumo

A estomatite protética € uma forma comum de candidose oral em areas recobertas
por proteses removiveis. Na busca por tratamentos mais eficientes, estudos
investigam a inclusdo de farmacos antifUngicos em adesivos para proteses. Visando
o0 aumento da biodisponibilidade e liberagdo controlada de antifungicos na cavidade
oral, realizou-se a producéo de microparticulas poliméricas de nitrato de miconazol e
nistatina, pelo método de spray-drying, as quais foram adicionadas a adesivo
experimental e comercialmente disponivel. Analisou-se a toxicidade destas
formulacbes adesivas puras ou com antifingicos encapsulados pelo bioensaio
toxicolégico com Artemia salina e calculou-se a DLso.

Introducéao

A estomatite protética (EP) é uma leséo inflamatéria fungica que acomete a mucosa
de suporte coberta por préteses removiveis, clinicamente classificada em hiperemia
puntiforme, hiperemia difusa, hiperplasia papilar inflamatéria (Barbeau et al., 2003).
Possui causa multifatorial, cujo fator etiolégico é a Candida albicans (Scalercio et al.,
2007). Um fungo comensal porém com o declinio de fatores locais e/ou sistémicos
se torna oportunista (Castellote et al. 2013). Os principais agentes antifungicos de
uso topico no tratamento da EP sdo a nistatina (N) (Hilgert et al., 2016) e nitrato de
miconazol (NM)(Samaranayake et al 1994). O NM é po cristalino branco pouco
sollvel em &gua, apresentado para uso topico em gel a 2%(Farmacopeia 2010). A N
€ um po fino, amarelo praticamente insollvel em agua, apresentada para uso topico
em suspensao (Brasil, 2010). Salivacdo, degluticdo, fala e mastigagdo podem
deslocar e diluir o farmaco antifungico aplicado na cavidade oral (Cardot et al.,
2004), reduzindo seu tempo de permanéncia no local e sua biodisponibilidade
(Gupta et al.1993). Estudos tem sido conduzidos com intuito de buscar terapias
alternativas para o tratamento da EP, como a inclusao de farmacos antifingicos em
formulacbes adesivas comercialmente disponiveis (Garaicoa et al., 2016). Esta
opcdo tem sido pesquisada na UEPG, confeccionando-se adesivo para protese
removivel acrescido de microparticulas poliméricas para liberagdo controlada de NM
e N, visando aumentar sua biodisponibilidade e tempo de permanéncia no seu local
de acdo e melhorar a adaptacéo e conforto da protese. Buscando-se a seguranca da
utilizacao destes novos adesivos, 0 objetivo deste estudo foi avaliar preliminarmente
a toxicidade, pelo bioensaio com Artemia salina, que avalia a capacidade potencial
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de uma substancia em causar um efeito nocivo a organismos vivos (Rand et al.
1995).

Materiais e Métodos

Foram avaliados os seguintes materiais: Experimento 1 - Adesivo comercialmente
disponivel amplamente utilizado (Ultra Corega®, sem sabor, 40 g, Stafford-Miller Ind
Ltda, Rio de Janeiro, Brasil) e adesivo experimental (AdEX), puros e incorporados
com microparticulas poliméricas EG-NM20, E-N10, E-N20 e EG-N20. Experimento 2
- Adesivo Corega®, Ad.Ex puro e incorporado com EG-NMZ20. Experimento 3 -
Microparticula E-N20 pura. Os adesivos foram testados em diluicdes seriadas nas
concentracbes P/V de 2% a 0,005%, o nitrato de miconazol (NM) incorporado em
concentracédo tedrica final (P/V) de 0,08 g a 0,0002 g e a nistatina (N) testada em
concentracdo tedrica final de 200.000 Ul a 2.000 Ul. Os experimentos foram
acompanhados de controle positivo pelo dicromato de potassio a 0,1% e controle
negativo pela solucao salina pura.

As microparticulas poliméricas foram adaptadas de Cartagena et al.(Cartagena et al.
2017), e produzidas a partir dos polimeros Eudagrit® L100 (E, Evonik Industries,
Essen, Alemanha), Gantrez MS-955 (G, ISP, Wilmington, Delaware, EUA). Apos
preparados eram agitadas mecanicamente (800 rev.min-1), a EF-NM20 por 4 h e a
E-N10, EM-20 e EG-N20 por 12 h, e entdo passadas pelo equipamento spray-dryer
MSD-0,5-mini-secador por pulverizacdo (Ladmaq do Brasil Ltda, Brasil).

O AdEXx foi adaptado de Cartagena et al. (Cartagena et al. 2017) e produzido a partir
de polimeros hidrossolUveis, materiais de ligacdo e conservantes e entdo misturados
mecanicamente a vacuo a 2400 rpm durante 15 minutos. Na incorporacdo das
microparticulas poliméricas ao AdEx e Corega® (1g de adesivo / 0,1g de
microparticula), utilizou-se misturador mecéanico a vacuo (SpeedMixer - 3 ciclos de
2400 rpm.mint). Para obtencdo da solucdo mée todos as amostras foram mantidas
sob agitacdo mecanica constante (800 rev.min-1), a temperatura de 30 °C, por 12 h.
O ensaio de toxicidade sobre Artemia salina foi adaptado de Meyer et al.(Mayer et
al. 1982). Foram colocados 100mg de ovos de A. salina (Carolina Biological Supply
Company, Burlington, EUA), em um recipiente preparado com agua salgada artificial,
em temperatura 28 °C a 30 °C, pH entre 8 e 9 e em aeracéo, durante 48 h para a
eclosédo dos ovos. Em triplicata, as formulagdes, foram preparadas no volume de 5
mL e diluidas nas concentracdes de 50, 100, 150, 250, 500, 750 e 1000 pug/mL de
solugdo mée. Dez larvas de A. salina foram transferidas para tubos de ensaio
contendo as amostras a serem testadas. Apos 24 h e 48 h, o resultado foi obtido
pela contagem de larvas vivas (a falta de movimentagéo por 10 s indica sua morte).
Para obtencao dos valores de DLso foi utilizada a anélise estatistica de Probti com o
método Finney (distribuicdo Log-normal) com 95% de confiancga.

Resultados e Discussao

No bioensaio com A. salina, a dose letal média (DLso) € a dose e/ou concentragéo de
uma dada amostra necessaria para causar mortalidade de 50% dos organismos no
tempo de exposicédo testado (Mayer et al., 1982). No Experimento 1, todas as
formulacbes de adesivo experimental e Corega® tanto puro e acrescido
microparticulas, no tempo de incubacdo de 24 h, comportaram-se semelhantes aos
controles. Com base nesses achados 0s materiais apresentam-se atoxicos na dose



testada de 1 mg/1 mL, ndo tendo sido possivel o calculo da DLso, pois ndo houve
mortalidade significativa. No Experimento 2, no tempo de 24 h, o Corega®
apresentou DLso= 1.098,57 pug/ml, o adesivo experimental a 2%, DLso= 984,85 pug/mi
e o0 adesivo experimental a 2% com EG-NM20 a 4%, DLso= 1.162,25 pg/ml. Estes
materiais apresentaram toxicidade muito baixa, visto que a DL50 foi muito alta. No
tempo de 48 h, o adesivo Corega®, apresentou DLso= 755,69 pg/ml, o adesivo
experimental a 2%, DLso= 437,78 pug/ml e o adesivo experimental a 2% com EG20 a
4% DLso= 315,83 pg/ml. Estes materiais podem ser considerados toxicos, pois
apresentaram DLso >1000 pg/ml. Segundo a Organiza¢do mundial da saude (OMS),
sdo consideradas téxicas as substancias que apresentam valores de DLso abaixo de
1000 pg/ml em A. salina (Mayer et al., 1982). No Experimento 3, a microparticula de
Nistatina E-N20, testada no dobro da dose clinica para o tratamento da candidiase
oral, com 24 h de incubacao, todas as larvas de A. salina estavam mortas, sendo
considerada potencialmente toxica.

O teste de A. salina é relativamente facil e barato, usado como avaliacdo preliminar
da toxicidade de uma ampla gama de materiais. Cartagena et al. (Cartagena et al.,
2017) quantificaram a toxicidade de adesivo experimental com adicdo de
microparticulas de nitrato de miconazol em A. salina, sendo que todas as suas
formulagbes de adesivos apresentaram baixa ou nenhuma toxicidade. Os estudos
de Gomes et al. (Gomes et al.,, 2010) e Ekstrand et al. (Ekstrand et al., 1993)
também testaram a toxicidade de adesivos, inclusive o adesivo Corega® creme, mas
diferindo deste estudo porque avaliaram citotoxicidade em fibroblastos L929. Apesar
das diferencas metodolégicas, estes estudos apresentaram resultados similares aos
do presente estudo, mostrando graus de toxicidade dependentes da
concentracéo/dose e do tempo de exposicao.

Conclusdes

A toxicidade dos adesivos experimental e comercial acrescidos de microparticulas
antifangicas de nitrato de miconazol e nistatina é dose- dependente.
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