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Resumo

A estomatite protética é a condicdo inflamatoria eritematosa encontrada com maior
frequéncia nos pacientes portadores de préteses removiveis. Para esses pacientes
pode ser necessdria a utilizacdo de adesivos para préteses removiveis (APR) para
melhorar estabilidade e retencdo das préteses. Investigacdes recentes avaliaram a
influéncia dos APR no desenvolvimento ou inibicdo de microrganismos orais, porém
ndo visaram incorporar farmacos a esses materiais. Nesse sentido o objetivo do
estudo em que este trabalho se insere € desenvolver formulacbes de APR com acao
antifingica, através da incorporacdo de microparticulas poliméricas de antifungicos
utilizados no tratamento da estomatite protética. Assim, o objetivo do presente estudo
€ avaliar o efeito das microparticulas poliméricas carreadoras de nistatina na
susceptibilidade de cepas padréo de Candida albicans, pelo método de microdiluicdo
e XTT, calcular a CIM de cada uma das microparticulas testadas, permitindo
selecionar ao final do projeto as melhores formulagdes e futuramente oferecer um
protocolo preliminar de tratamento para a estomatite protética e oferecer, com base
um tratamento de baixo custo, efetivo e atoxico.

Introducéo

A estomatite protética (EP) € a condicdo inflamatéria eritematosa encontrada com
maior frequéncia nos pacientes portadores de préteses removiveis parciais ou totais
(EMAMI et al.,, 2012) e sua prevaléncia varia de 10% a 75% nos usuarios de
préteses removiveis (BARBEAU et al., 2003). O principal fator etiol6gico da EP é um
micro-organismo oportunista pertencente ao género Candida, a Candida albicans,
embora a etiologia da EP seja considerada multiparamétrica BARBEAU et al., 2003).

Para pacientes que possuam pouca estabilidade e retencdo pode ser
necessaria a utilizacdo de adesivos para proteses removiveis, que sdo produtos
farmacéuticos manufaturados, ndo estéreis, que tém como finalidade aumentar a
retencdo da mesma, proporcionando maior conforto e seguranca ao seu usuario
PIERALINI et al., 2010).

Investigagcbes recentes avaliaram a influéncia dos adesivos para proteses no
desenvolvimento ou inibicdo de microrganismos orais (POLYZOIS et al., 2013), porém
nao visaram incorporar farmacos a esses materiais. Sistemas de liberagdo controlada
tém sido desenvolvidos para aumentar a biodisponibilidade dos farmacos, prolongar
o tempo de liberacdo no organismo, sustentar sua concentracao plasmatica e
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controlar a localizacdo temporal e espacial, por meio de principios quimicos e
bioldgicos (VILLANOVA; OREFICE e CUNHA, 2010). Dentre eles estdo incluidos os
sistemas poliméricos de liberacdo, representados pelas microparticulas,
nanoparticulas e os hidrogéis poliméricos (MELO; CUNHA JUNIOR e FIALHO,
2012). O desenvolvimento de novas formulacbes de adesivos para proteses,
modificados pela adicdo de microparticulas contendo antifungicos viria de encontro as
necessidades e anseios dos usuarios desses materiais, quando em presenca de EP.
Assim, o objetivo do presente estudo é avaliar o efeito de microparticulas poliméricas
carreadoras de nistatina (previamente desenvolvidas) na susceptibilidade de cepas
padréo de Candida albicans, pelo método de microdiluicdo e XTT, calcular a CIM de
cada uma das microparticulas testadas, permitindo selecionar ao final do projeto as
melhores formulagdes e futuramente oferecer um protocolo preliminar de tratamento
para a estomatite protética e oferecer, com base em evidéncias, um tratamento de
baixo custo, efetivo e atdxico, tendo um impacto positivo na sua qualidade de vida.

Materiais e Métodos

Preparo das diluicdes seriadas

Partindo dos dados provindos de testes de eficiéncia de encapsulacdo (RIBEIRO,
2018) das diferentes microparticulas a serem testadas (E com nistatina a 10%, E
com nistatina a 20% e E com G e nistatina a 20%), pode-se determinar em gramas
qguanto era necessario das mesmas para se obter uma diluicdo equivalente a 32 ug
de nistatina por mL de dimetil sulfoxido (solucdo méae). Assim, apOs adicionar
0,00178 g de EN10 a 1 mL de DMSO, 0,00024 g de EN20 a 1 mL de DMSO e
0,00176 g de EGN20 a 1 mL de DMSO, obtiveram-se as solu¢des padrdo. Por fim,
foram diluidas sequencialmente & metade em meio RPMI 1640, obtendo-se
concentracoes referentes a 32 ug ,16 ug, 8 ug, 4 ug, 2 ug, 1 ug, 0,5 ug e 0,25 ug.

Microdiluicao
Inicialmente uma alcada de células da cepa de C. albicans (ATCC SC5814) de
24 h de crescimento em agar Sabouraud dextrose foi inoculada em tubo Falcon
contendo 20 mL de meio liquido RPMI 1640 suplementado com L-glutamina (Angus
Buffers and Chemicals, Niagara Falls, N.Y.) acrescido de MOPS (neutralizador de pH).
a uma densidade celular de 1,0 X 10% a 5,0 X 102 células por mL em Céamara de
Neubauer (Hausser Scientific, Horsham, EUA). Para a determinagéo da concentracéo
inibitéria minima (CIM) da nistatina e das microparticulas obtidas foi utilizado o
meétodo de micro diluicdo em caldo baseado no método de referéncia CLSI M27-A2.
Dessa forma, placas de 96 pogos foram preenchidas com 100 uL da
suspenséo celular e 100 uL de solucéo padrao de nistatina ou diluigdes seriadas das
microparticulas obtidas (EN10, EN20, EGN20) em DMSO e RPMI 1640. Apds 24 h
de incubacédo a 35°C em estufa, foi adicionado 30 pL de solugdo de 2,3-bis-(2-
metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida  (XTT, Thermo  Fisher
Scientific, Invitrogen, USA) aos orificios e foi realizada a leitura das microplacas num
espectrofotometro (EL800, Biotek, BioTek Instruments, EUA) na absorbancia de 570
nm. Foi considerada a concentracao inibitéria minima (CIM) a concentracdo que
inibiu 50% de crescimento.

Resultados e Discussao

Universidade Estadual de Ponta Grossa - UEPG
Dias 23 e 2 de outubro de 2018 - ISSN 1676-0003




|V
{'\

®
XXVIl Encontro Anual de Iniciagao Cientifica e O | c
IV Encontro Anual de Iniciagao Cientifica JOnior 2018

Previamente a realizacdo do experimento, foi realizada curva de crescimento para
verificar o padrdo de crescimento das culturas de Candida albicans em ambiente
laboratorial.

Os dados referentes as concentragdes inibitérias minimas (CIM) das
diferentes microparticulas poliméricas testadas sobre culturas de C. albicans podem
ser observados na Figura 1 (concentracfes versus densidade optica).

Microdiluigéo
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Figura 1. Resultados de densidade Optica (DO) das culturas de C. albicans em funcdo da
concentracao teédrica de nistatina nas microparticulas poliméricas EN10, EN20 e EGN20. Fonte: o
préprio autor.

Analisando o grafico presente na figura, podemos sugerir que a CIM tanto de
EN20 quanto de EGN20 foi equivalente a 8 ug de nistatina por mL de solvente
(RPMI 1640 e DSMO). Além disso, notamos que para a microparticula EN10 foi
necessario o dobro da concentracdo (16 ug/mL) para obter a mesma eficacia.
Embora a eficiéncia de encapsulacdo demonstre que as microparticulas EN10 e
EGN20 possuam incorporacédo semelhante de nistatina, o resultado diferente sugere
gque a presenca de G na formulacdo EGN20 teve alguma influéncia na
disponibilidade de nistatina, pois o mesmo é solivel em agua, diferente do E cujo
solvente é o alcool etilico a 96%. Ademais, as microparticulas EN20 e EGN20
apresentaram resultados semelhantes, sugerindo que a partir da concentragdo de
20% de nistatina, os demais componentes da microparticula ndo interferem na
disponibilidade do farmaco. Entretanto, estudos mais aprofundados sdo necessarios
para confirmagéo das duvidas levantadas a partir deste estudo.

Conclusbdes

Apbs a realizacdo da curva de crescimento pdde-se observar que o horario ideal de
crescimento da cepa padrdo de Candida albicans inoculadas em nosso ambiente
laboratorial foi o de 24 h, corroborando com o método de referéncia CLSI M27-A2.
Além disso, notou-se que a concentracdo de 8 ug/mL as microparticulas EN20 e
EGN20 foram efetivas na redugdo de 50% do crescimento dessa cepa
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padrdo, tendo sido esta a CIM encontrada para essa microparticula. Ademais, a
microparticula EN10 apresentou resultados de inibicdo semelhantes (reducdo de
50%) a concentracdo de 16 uyg/mL, sendo essa sua CIM dentro das condigbes de
realizacdo do presente experimento. Assim, estas foram as concentragcfes eleitas
para estudos mais aprofundados visando a aplicacdo na cavidade oral.

Obs: Os nomes dos polimeros E e G foram omitidos devido a solicitacéo de patente.
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