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Resumo

O desenvolvimento de novas formulacfes de adesivos para préteses removiveis
(APR), modificados pela adicdo de antifungicos vem de encontro as necessidades e
anseios dos usuarios desses materiais. Assim, 0 objetivo especifico do presente
subprojeto foi avaliar o efeito isolado das microparticulas poliméricas e da
incorporacao delas para liberacdo de nistatina numa formulacdo experimental de
adesivo para préteses removiveis na atividade antifingica do farmaco, pelo método
de difusdo em agar. Ademais, verificar a susceptibilidade de cepa padrdo de
Candida albicans, ao farmaco puro, as microparticulas poliméricas e ao APR
acrescido das mesmas pelo método de microdiluicdo em caldo, além de determinar
a concentracdo fungicida por meio do método de plagueamento. Os resultados
revelaram pouca significancia estatistica entre os compostos aos testes de Kruskal-
Wallis e Comparages multiplas de Dunn e microbiologicamente, superioridade das
microparticulas de EudragitGantrezNistatina20% (EGN20) puras ao teste de
Difusdo em agar. Sendo assim, antes da utilizacdo desses compostos em seres
humanos é necesséria a realizacdo de estudos mais aprofundados.

Introducao

A estomatite protética é a condicdo inflamatéria eritematosa encontrada com maior
frequéncia na mucosa subjacente a protese em pacientes portadores de proteses
removiveis parciais ou totais convencionais (EMANI et al., 2012). Sua prevaléncia
tem sido demonstrada variando de 10% a 75% em usuarios de préteses removiveis
(MACIEL, 2008). Os pacientes acometidos podem-se queixar de sensacao de
gueimacdo, paladar desagradavel, e desconforto, mas a maioria dos casos €
assintomatica e esses individuos podem nem ter consciéncia do problema
(NEWTON, 1962). A combinacdo entre fatores sistémicos como deficiéncias
nutricionais, diabetes, xerostomia, imunossupresséo e fatores locais como trauma
pela protese, infeccdo por fungos e bactérias, higienizacdo deficiente e alergia ao
mondémero, podem predispor pacientes a estomatite protética, tendo o
microrganismo oportunista pertencente ao género Candida, a Candida albicans,
como principal fator etiologico (SESMA e MARIMOTO, 2011).

Em pacientes especificos (com fatores que dificultam a retencao protética como
xerostomia e/ou reabsorcao alveolar) pode ser necesséria a utilizacao de
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APR, que séo produtos farmacéuticos manufaturados, ndo estéreis, que tém como
finalidade aumentar a retencdo da prétese, proporcionando maior conforto e
seguranca ao seu usuario (PIERALINI et al., 2010).

Dessa forma, abordagens terapéuticas que associem a disponibilidade de
antifangicos no local acometido pela Estomatite Protética & melhoria da retencao
e estabilidade das préteses removiveis convencionais podem ser bem sucedidas
(GUSMAO e PEREIRA, 2012).

O desenvolvimento de novas formulacdes de adesivos para préteses, modificados
pela adicdo de antifingicos vem de encontro as necessidades dos usuarios desses
materiais, tanto em condi¢cfes higidas quanto em presenca de Estomatite Protética.
Para isso, testes preliminares de verificagcdo de inibicdo microbioldgica devem ser
realizados a fim de se indicar com seguranca essas modificacdes da composicao
basica dos adesivos para préteses removiveis.

Materiais e Métodos

Preparo dos compostos utilizados

Apos a producdo das seis diferentes formulacdes das microparticulas poliméricas e
da producdo do APR de acordo com a formulagéo final, ambos os compostos foram
unidos na proporcao 9:1 (APR:microparticula polimérica), primeiramente em mistura
fisica e em seguida agitados em Speed Mixer, dando 3 ciclos de 3000 rotacbes por
minuto, realizando nova mistura fisica a cada ciclo, resultando assim nos doze
compostos a serem testados. Em seguida, eles foram dissolvidos na proporcéo de
1mg de composto para 1 mL de agua destilada e agitados durante 30 minutos em
agitador magnético, resultando nas diferentes dissolugdes.

As dissolucdes que apresentaram conteudo oleoso, provindo dos componentes do
APR, foram filtradas utilizando filtro de porosidade de 3 micras e a nistatina, por ser
insoluvel em agua, foi dissolvida em Dimetilsulfoxido (DMSO) na mesma propor¢ao
(Img:1mL).

Descontaminacao dos compostos utilizados

Todas as dissolugbes obtidas foram esterilizadas por meio da exposi¢do a luz
ultravioleta em fluxo laminar, durante 20 minutos, previamente a realiza¢do de cada
um dos testes.

Microdiluicdo e replaqueamento

Na técnica de microdiluicdo foram preparadas concentracbes a partir de
suspensdes de cultura de 24 horas de Candida albicans American Type Culture
Collection 10231 (ATCC 10231) preparados por espectrofotometria na
concentragdao de 1 na escala de McFarland de meio de cultura. O meio de cultura
utilizado foi o Roswell Park Memorial Institude 1640 (RPMI 1640) (Sigma Chemical
Co., St. Louis, EUA), com potencial hidrogeniénico 7,0 (pH 7,0) neutralizado com
acido 3-[N-morfolino] propanosulfénico 0,165 M (MOPS 0,165 M) (Sigma Chemical
Co., St. Louis, EUA), glicose 2%. Em seguida, em fluxo laminar, cem microlitros
de indculo fungico foram adicionados a cada orificio da placa de 96 orificios que
continha 100 pL do extrato de alguma das seis diferentes formulagcdes de APR
desenvolvidas contendo as microparticulas poliméricas ou alguma das seis
microparticulas poliméricas obtidas, além de 100 pL de meio de cultura.

Orificios controle (sem antifungico, s6 com APR, indculo e meio de cultura)
também foram incluidos e outros foram mantidos sob as mesmas condi¢cfes, porém
nao receberam os inoculos como controle da esterilidade das placas (apenas meio
de cultura). Além disso, foram incluidos orificios contendo
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meio de cultura, nistatina e indéculo, utilizados como o padrdo ouro na inibicao
de crescimento visivel, outros contendo apenas meio de cultura e indculo, e outros
contendo apenas meio de cultura e dissolugdes, fornecendo dessa forma subsidio
para a realizacdo da analise estatistica de dados. As placas que continham inéculo
foram incubadas a 35°C durante 48 horas observando presenga ou auséncia de
crescimento visivel. Os pocos de microdiluicdo receberam uma pontuacéo (escore)
e o crescimento em cada pog¢o foi comparado com o controle (isento de droga).
Os testes foram realizados em triplicata em trés dias diferentes. As concentracdes
inibitérias minimas foram determinadas de acordo com uma escala de 0 a 4 ap0s
a leitura em leitor ELISA das placas de 96 orificios. Apds isso, foi coletado material
dos orificios, utilizando swabs estéreis, para plaqueamento em agar Sabouraud. As
novas placas foram incubadas por 24 horas a 37 + 0,5°C e a concentracdo fungicida
(que impediu o crescimento flngico) procurou ser determinada por meio da
observacdo das mesmas.

Difusdo em agar

A difusdo em &gar foi realizada em placas de Petri contendo meio agar Mueller
Hinton inoculado com 50 pL de suspensdes de cultura de 24 horas de Candida
albicans ATCC 10231 na concentracdo de 0,5 da escala de McFarland, utilizando
swabs estéreis. Pocos de 7 mm de diametro foram confeccionados no agar e
preenchidos com 50 pL contendo extrato das diferentes doze dissolucbes
desenvolvidas a partir das microparticulas poliméricas puras ou das microparticulas
poliméricas obtidas acrescidas de APR. Além disso, foram incluidos pocos
contendo solucao de nistatina e também de APR puro, todos em uma concentracao
tedrica de 50 pg.mL?, fornecendo desta forma o subsidio necessario para a
realizacdo da andlise estatistica de dados. As placas foram incubadas (24 horas a
37 £ 0,5°C). O diametro dos halos de inibicdo foi mensurado em mm, utilizando o
software Imaged. Todas as avaliacGes foram realizadas em ftriplicata e em dias
diferentes.

Resultados e Discusséo

ApoOs a realizacdo dos experimentos foram aplicados os testes de Kruskal- Wallis e
Comparagbes multiplas de Dunn nos resultados obtidos. Assim, ao teste de
microdiluicdo em caldo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas
entre Nistatina+meio+in6culo e APR+EudragitNistatina20%-+meio+in6culo, além de
Nistatina+meio+indculo e APR+GantrezNistatina20%+meio+inoculo. J& ao teste de
difusdo em agar foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre
Nistatina quando comparada a APR, APR+EudragitNistatinal0%,
APR+EudragitNistatina20%, APR+GantrezNistatina10%, APR+GantrezNistatina20%,
EudragitNistatinal0%, EudragitNistatina20%, GantrezNistatinal0%,
GantrezNistatina20%, EudragitGantrezNistatinal0%, EudragitGantrezNistatina20%.
Embora ndo haja muitos resultados estatisticamente significativos, as microparticulas
EudragitNistatina20% e EudragitGantrezNistatina20% isoladas apresentaram bons
resultados de halo no teste de Difusdo em Agar se comparado aos demais
compostos, 0 que microbiologicamente € um resultado significativo, de acordo com
OSTROSKY, E. A. et al., 2008 (halo superior ou igual a 10 mm). Ademais, néao foi
possivel determinar as concetracfes inibitérias minimas porque nenhum dos
compostos desenvolvidos, nessas concentracdes, conseguiu promover uma redugao
de 50% do grau de turbidez no teste de Microdiluicdo em RPMI 1640.
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Conclusoes

As microparticulas poliméricas podem ser uma alternativa ao anseio clinico de um
produto eficaz na liberacdo continua de farmaco para o tratamento de pacientes que
possuam estomatite protética, agindo diretamente sobre a area lesada quando em
conjunto com APR. No entanto, apds a realizacado do presente subprojeto, concluiu-
se que nessas concentragfes, as microparticulas poliméricas apresentaram pouco
potencial microbiolégico para uso clinico, sendo necessarios estudos mais
aprofundados para determinar uma quantidade de material que corresponderia a
concentracao inibitéria minima da Nistatina (100.000 Ul).

E importante destacar que foram eleitas essas concentra¢des para a realizacdo dos
testes (1 mg de composto para 1 mL de solvente) devido a escassez de material
base para a producdo dos compostos e grande dificuldade em conservacdo do
aparelho de Spray Dryer (utilizado na producdo das microparticulas poliméricas), o
gue resultou em resultados acentuadamente insatisfatorios.
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