UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA — MESTRADO
AREA DE CONCENTRACAO: CLINICA INTEGRADA

PAULA BISETTO

CITOTOXICIDADE DE MICROPARTICULAS POLIMERICAS MUCOADESIVAS

PARA LIBERACAO CONTROLADA DE NISTATINA

PONTA GROSSA
2020



PAULA BISETTO

CITOTOXICIDADE DE MICROPARTICULAS POLIMERICAS MUCOADESIVAS
PARA LIBERACAO CONTROLADA DE NISTATINA

Dissertacdo apresentada para obtencédo do
titulo de Mestre na Universidade Estadual de
Ponta Grossa, no Curso de Mestrado em
Odontologia — Area de concentracdo em
Clinica Integrada. Linha de Pesquisa em
Propriedades Fisico-Quimicas e Bioldgicas
de Materiais

Orientadora: Prof2. Dr2 Nara Hellen
Campanha Bombarda

PONTA GROSSA
2020



Bisetto, Paula
BG621 Citotoxicidade de microparticulas poliméricas mucoadesivas para liberacao
controlada de nistatina / Paula Bisetto. Ponta Grossa, 2020.
96 f.

Dissertacdo (Mestrado em Odontologia - Area de Concentracio: Clinica
Integrada), Universidade Estadual de Ponta Grossa.

QOrientadora: Profa. Dra. Nara Hellen Campanha Bombarda.

1. Nistatina. 2. Testes de citotoxicidade. 3. Polimeros. |. Bombarda, Nara
Hellen Campanha. Il. Universidade Estadual de Ponta Grossa. Clinica Integrada.
LT,

CDD: 617.6

Ficha catalografica elaborada por Maria Luzia Fernandes Bertholina dos Santos- CRB9/986



PAULA BISETTO

CITOTOXICIDADE DE MICROPARTICULAS POLIMERICAS MUCOADESIVAS
PARA LIBERACAO CONTROLADA DE NISTATINA

Dissertacdo apresentada ao Programa de PoOs-Graduacdo em Odontologia,
Universidade Estadual de Ponta Grossa, como requisito para obtengdo do titulo de
Mestre no curso de Mestrado em Odontologia — Area de Concentragcdo em Clinica
Integrada. Linha de pesquisa em Propriedades Fisico-Quimicas e Biolbégicas de

Materiais.

Ponta Grossa, 19 de fevereiro de 2020.

&)
Profd. Dra. Nara Hellg%‘cjampanha Bombarda — Orientadora

Universidade Estadual de Ponta Grossa

SdoHrmdeca.

Prof2. Dr2. ShelonCristina Souza Bandeca

Universidade Estadual de Ponta Grossa

)
%szzﬂ e ' '

Profé. Dr2. Janaina Habib Jorge

Universidade Estadual Paulista



NASCIMENTO
FILIACAO
2004 — 2008
2009 — 2010
2012 — 2014
2014 — 2016
2018 -

DADOS CURRICULARES

04/02/1986

Ponta Grossa, Parana
Delton Bisetto

Matilde Esteves Perez

Graduacdo em Odontologia pela Universidade
Estadual de Ponta Grossa — Ponta Grossa (UEPG).

Aperfeicoamento em Cirurgia Oral Menor, pelo Centro
de Ensino Superior dos Campos Gerais — Ponta
Grossa (CESCAGE).

Especializacdo em Protese Dentaria, pelo Faculdade
llapeo — Curitiba.

Especializacdo em Implantodontia, Faculdade llapeo
— Curitiba.

Curso de Pés-Graduacdo em  Odontologia.
Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG) nivel
de Mestrado em Odontologia — Area de Concentracio
em Clinica Integrada. Ponta Grossa — Parana.



Dedico esta obra a Deus, por todo seu amor,

por ter guiado meu caminho.

Aos meus pais, Delton (in memorian) e
Matilde, por terem me proporcionado tudo
para que pudesse chegar até aqui. Serei
eternamente agradecida pela vida, amor,
ensinamentos e confianca.

Méae, obrigada por ser meu exemplo!!

A minha irma e melhor amiga Thais, que
sempre se faz presente em tudo.

Ao meu querido cunhado Rodrigo,
companheiro em todos 0s momentos.

E ao nosso presentinho que esta por vir,

minha amada Mano...

Ao meu marido Saulo, pelo seu amor, apoio e

cuidado. Obrigada por ser meu presente.

E aos meus amados Jodo e Mari, obrigada

por transformarem minha vida.



AGRADECIMENTOS
A minha orientadora, Prof2. Dr2, Nara Hellen Campanha Bombarda, agradeco por
confiar na minha capacidade, pela paciéncia em todos 0s momentos, por transmitir

seus ensinamentos.

A Profé. Dr2. Janaina Habib Jorge, da FOAR-Unesp, pelos ensinamentos, orientacdes,
generosidade e gentileza que sempre me tratou.

A amiga Jacqueline de Oliveira Zoccolotti, doutoranda da FOAR - Unesp por transmitir

seu conhecimento e me acompanhar nesta jornada.

Aos meus amigos do grupo de pesquisa, Josiane, Cynthia, Carol e Luiz pela ajuda

nos experimentos, disponibilidade, apoio nas diversas etapas da pesquisa.

Aos queridos amigos do mestrado de Odontologia, uma grande oportunidade ter

compartilhado com vocés tantos momentos de aprendizagem e conquistas.

Aos professores da Pds-graduacdo em Odontologia da Universidade Estadual de

Ponta Grossa.

Aos funcionarios da Pés-graduacao em Odontologia, pela ajuda e apoio na execucao

deste trabalho.

A Universidade Estadual de Ponta Grossa, pela oportunidade de cursar o mestrado

onde fiz minha graduacéo.

A Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP, por me acolher e permitir

desempenhar parte desta pesquisa.

A PROAP CAPES pelo auxilio financeiro no desenvolvimento desta pesquisa.

A FUNDACAO ARAUCARIA pelo auxilio financeiro concedido (convénio n. 009/2017),
dentro do programa de pesquisa Basica e Aplicada da UEPG, edital Propesp 43/2016.



Bisetto, P. Citotoxicidade de microparticulas poliméricas mucoadesivas para
liberacdo controlada de nistatina. 96f. Dissertacdo (Mestrado em Odontologia —
Clinica Integrada). Universidade Estadual de Ponta Grossa, Ponta Grossa, 2020.

RESUMO

Microparticulas (MPs) poliméricas para liberacdo controlada de nistatina (N) foram
testadas em relacdo a citototoxicidade nas suas concentragfes inibitérias minimas
(CIMso e CIMso contra C. albicans) in vitro, pelos métodos Alamar Blue® e MTT. As
MPs foram obtidas com os polimeros Eudragit L-100® (E), Gantrez MS-955® (G) ou
da combinacdo de ambos (EG), acrescidos deN 10% ou a 20%. Queratinocitos
humanos (NOK) foram proliferados in vitro e semeados (2 X 10%cél/mL), em meio de
cultura DEMEM com 10% de soro fetal bovino em placas de 96 orificios e incubados
durante 24 h, para semiconfluéncia. O meio de cultura foi substituido por meio novo
(200 pl) contendo 2 pl de solugbes-méae, em DMSO, dos materiais estudados, para
atingir as CIMs, conformando os grupos experimentais: GN10s0, GN10so; GN20sp,
GN20s0, EN10s0, EN10so, EN20s0, EN2080, EGN10s50, EGN10s80, EGN20s0, EGNZ20s0
(todas MPs com N) e GO e EO (MPs brancas, sem farmaco). O solvente também foi
avaliado a 1% (grupo DMSO). Como grupo controle (C), foram cultivadas células que
receberam somente o meio de cultura (100% de crescimento). Juntamente com 0s
tratamentos, 20 ul do reagente Alamar Blue® foram adicionados aos po¢os contendo
as células, que foram incubadas por 24 h. Leituras de fluorescéncia foram realizadas
em 6 h, 12 h e 24 h (emissao de 544 nm e 590 nm de transmisséo). No teste de MTT,
o reagente foi inserido ao término do periodo de incubagcdo com os tratamentos (24
h). Para isso, as células foram lavadas com PBS e receberam 200 ul de MTT a 0,5
mg/mL, foram seladas e voltaram a estufa por 4 h. A solucéo foi descartada e os
cristais de formazan solubilizados em 200 pl de metanol, por 5 min. O sobrenadante
foi lido a 570 nm. Os testes foram realizados em triplicata e em trés ocasides. As
medidas de fluorescéncia ou de absorbancia foram calculadas como porcentagem de
inibicdo de atividade metabdlica comparadas ao controle e classificadas
qualitativamente. Os dados também foram analisados pelo teste Shapiro-Wilk, que
mostrou distribuicdo ndo normal. Os testes complementares usados foram Kruskall-
Wallys e Friedman (a =0,05). Na analise qualitativa de citotoxicidade das leituras de
fluorescéncia das diferentes MPs, nenhuma delas foi classificada como moderada ou
altamente citotoxica. Na analise quantitativa inferencial, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre a maior parte dos grupos avaliados nos periodos
de tempo testados, mostrando um comportamento semelhante para a maioria das
MPs, exceto as particulas EN20s0, GOso € GN10s0, que se apresentaram levemente
citotoxicas no tempo de 6h. Nas leituras de absorbancia, na andlise qualitativa, as MPs
apresentaram comportamento levemente ou nao citotéxico. Ja na analise quantitativa,
as MPs mostraram diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo
controle, mas néo entre si. A MP GN10so se apresentou ndo citotoxica em todos os
testes. De acordo com os testes realizados no presente estudo, pode-se concluir que
nenhuma MP testada foi classificada como moderada ou altamente citotoxica in vitro.

Palavras-chave*: Nistatina, Testes de Citotoxicidade, Polimeros.

*Em acordo os Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS) disponivel no dominio http://decs.bvs.br
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Bisetto, P. Cytotoxicity of mucoadhesive polymeric microparticles for controlled
release of nystatin. 96f.Ponta Grossa, 2020. Dissertacao (Mestrado em Odontologia
— Clinica Integrada). Universidade Estadual de Ponta Grossa, Ponta Grossa, 2020.

ABSTRACT

Polymeric microparticles (MPs) for controlled release of nystatin (N) were tested for
cytototoxicity at their MICso and MICso against C. albicans in vitro, by the Alamar Blue®
and MTT methods. The MPs obtained with the polymers Eudragit L-100® (E), Gantrez
MS-955® (G) or the combination of both (EG), plus N 10% or 20%.Human
keratinocytes (NOK) were proliferated in vitro and seeded (2 X 104 cells / mL), in
DEMEM culture medium with 10% fetal bovine serum in 96-well plates and incubated
for 24 h for semiconfluency. Then, the culture medium was replaced with new medium
(200 pl) containing 2 pl of stock solutions, in DMSO, of the studied materials, to reach
the MICs, conforming the experimental groups: GN10so, GN10so; GN20s0, GN20so,
EN10s0, EN10so, EN20s0, EN20s0, EGN10s0, EGN10s0, EGN20s0, EGN20s0 (all MPs
with N) and GO and EO (white MPs, without drug). The solvent was also evaluated at
1% (DMSO group). As a control group (C), cells were cultured that received only the
culture medium (100% growth). Along with the treatments, 20 ul of the Alamar Blue®
reagent were added to the wells containing the cells, which were incubated for 24 h.
Fluorescence readings were taken at 6, 12 and 24 h (emission of 544 nm and 590 nm
of transmission). In the MTT test, the reagent was inserted at the end of the incubation
period with the treatments (24 h). For this, the cells were washed with PBS and
received 200 pl of MTT at 0.5 mg / mL, sealed and returned to the oven for 4 h. The
solution was discarded and the formazan crystals solubilized in 200 ul of methanol, for
5 min. The supernatant was read at 570 nm. The tests were carried out in triplicate and
on three occasions. The fluorescence or absorbance measurements were calculated
as a percentage of inhibition of metabolic activity compared to the control and classified
qualitatively. The data were analyzed using the Shapiro-Wilk test, which showed a non-
normal distribution. The factors considered were material (independent, ten levels),
MIC (dependent, two levels: 50/80) and incubation time (only Alamar Blue®,
dependent, three levels). The complementary tests used were Kruskall-wallys and
Friedman. Significant difference was considered with p<0.05 values. The qualitative
analysis of cytotoxicity of the different MPs showed that in the fluorescence readings,
no MP showed moderate or highly cytotoxic behavior. In the quantitative analysis,
there was no significant difference between the groups evaluated in the periods of time
tested, showing a similar behavior for the MPs. In the absorbance readings, in the
qualitative analysis, the MPs also showed a mild or non-cytotoxic behavior. In the
guantitative analysis, the MPs showed a significant difference in relation to the control
group, but not between them. MP GN10so was found to be non-cytotoxic in all tests.
No MP showed moderate or high cytotoxicity.

Keywords *: Nystatin, Cytotoxicity Immunological Tests, Polymers.

*Em acordo os Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS) disponivel no dominio http://decs.bvs.br
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LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

EP Estomatite protética

N Nistatina

E Eudragit® L-100

G Gantrez MS-955® MS-955
% Porcentagem

°C Grau Celsius

+ Mais ou menos
ANOVA Andlise de variancia

G Grama

Min Minuto

Mg Miligrama

M Mililitro

Mm Milimetro

Nm Nanometro

Rpm Revolucdes por minuto
Vo] Micrograma

ML Microlitro



SUMARIO

1. INTRODUGAO . .....cuiiiicee ettt ettt ettt et e e ete st e te s e e tesaesneaneeaeas 10
2.REVISAO DE LITERATURA ......oiititeeee ettt ettt 13
2.1. EStOMALItE PrOTELICA. ... ..uveeeiiiiiiiiiiiie ettt e e 13
2.2 Sistema De Liberacao Controlada..............ccoooviiiiiiiiiiiicciei e, 21
2.3 Testes De CitotOXICIAAAE. ...........uueiieeiiiiie et 31

2.4 Testes De Citotoxicidade Usando Ensaios De Reducdo De Enzima Resazurina

E SAl D& TeLrAzZOlIO. ... ..eeeiieeiiiiieii ettt e e e e e 46
2.5 Toxicidade De DimetilsulfoXido (DMSO0).........coovviiiiiiiiiiiiiiiie e ee e 55
3. PROPOSICAO. ... 58
N e (0] oo 1S (o= To N 1= | 58

3.2 Proposicao Especifica............coiiiiiiii s e ... D8

4, MATERIAIS E METODO.......c.ocuiieeeeeeee ettt sttt ete st eaete e stestes e e 59
4.1 Delineamento EXPerimental.............ooovviiiiiiiiiii e 59
4.2. GrupOS EXPEIIMENTAIS. ......uvviitiiiiieiei e e e e e et 60
4.3 Preparo Dos Materiais A Serem Testad0oS.......cccooeeeeeiiiiiiiiiiiiieecceee e 61
4.3.1 Obtenca@o das MPS POlIMETICAS. .........iiiiiiii i 61
4.3.2 SolucBes mée para a diluica0 das MPS........cccooooeiiiiiiiiii e, 61
4.4 Descongelamento E Manutencéo Das Celulas................cccoovvvriiiiiiviiicciicee e, 61
4.5 Plaqueamento Das Células Para O EXperimento...............ooovvvviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee, 62
4.6 Aplicacdo Dos Tratamentos Nas Células Semeadas...............cooeeeeeeiciiviiiiinnnnne. 63
4.7 Avaliacao Da Viabilidade Celular Pelo Teste Alamar Blue.............ccccceeviiiiiinnnnnnn. 64
4.8 Avaliacéo Da Viabilidade Celular Pelo Teste MTT ... 64
4.9 Analise Estatistica DOS DaUOS...........ccoiiiiiiiiiiiiieaiiiiiiee e 65

4.9.1 Estatistica descritiva: medidas de tendéncia central e de disperséo das

VariAVveiS QUANTITALIVAS. ..........coeeiiiieieeeeee e e e e e e e e aaeaees 65



4.9.2 Estatistica de Inferéncia: Avaliacao da distribuicdo dos dados quantitativos....66
. RESULTADOS . ...t e e e e e e et e e e e e e e e e e ennes 67
5.1 Resultados Referentes Aos Valores Obtidos Pela Leitura De Fluorescéncia

DO Teste AlAMAr BIUE........cooiiiiiiiiii et e 67
5.1.1 Analise qualitativa para classificacdo dos materiais testados seguindo a 1SO....67
5.1.2 Comparacdao estatistica (analise quantitativa dos dados de fluorescéncia) ....... 73
5.2 Resultados Referentes Aos Valores Obtidos Pela Leitura De Absorbancia

DO TESIE MT T ... 77

5.2.1 Analise qualitativa para classificacdo dos materiais testados seguindo a 1SO....77

5.2.2 Comparacéo estatistica (analise quantitativa dos dados).............cccccceeeeeeeeeeennn. 81
B. DISCUSSAD. ...ttt ettt e ettt 83
7. CONCLUSAD. ...ttt ettt ettt e aeenaras 88
REFERENCIAS ..ottt ettt ettt ettt st se ettt st e te e aenis 89

APENDICE A - VALORES DE PROLIFERACAO CELULAR........cccceveeeeereeen. 93



11

1 INTRODUCAO

Entre as infec¢Bes orais oportunistas, a candidiase € uma das mais
comuns, que apresenta diferentes apresentacdes clinicas agudas e crénicas com
diversas abordagens diagndsticas e terapéuticas (QUINDOS et al., 2019). E uma
infeccdo fungica causada por leveduras que pertencem ao género Candida, sendo a
mais comum a Candida albicans (SAWANT; KHAN, 2017). Um dos tipos mais comuns
candidiase oral é a estomatite protética (EP).

Na mucosa oral, tanto em maxila como em mandibula, varias
condic@es inflamatdrias podem se desenvolver, entre elas a EP (condicao inflamatoria
cronica) (SANITA, 2012; SIVARAMAKRISHNAN; SRIDHARAN, 2017). A EP pode ser
causada pelo uso continuo de préteses removiveis totais ou parciais, principalmente
no palato. Os possiveis fatores identificados sdo trauma devido a proteses mal
ajustadas ou com superficie rugosa, falta de higiene bucal e uso noturno de proteses,
todas sobrepostas a infeccdo por Candida (SIVARAMAKRISHNAN; SRIDHARAN,
2017). Geralmente é tratada com aplicacdo tépica de nistatina, clorexidina ou
miconazol antes do uso de drogas sistémicas (SANITA, 2012; SIVARAMAKRISHNAN;
SRIDHARAN, 2017; QUINDOS et al., 2019).

Entre os medicamentos de uso topico esta a Nistatina (N) que é um
antibidtico polieno-tetraeno frequentemente usado no tratamento de micoses. Este
medicamento é ativo contra a maioria dos fungos patogénicos, como algumas
espécies de Candida (STEFONOVIC et al.,, 2013). A N obtida de Streptomyces
noursei, liga-se ao ergosterol da membrana plasmatica fungica e forma poros que a
torna mais permeavel, causando perda de potassio intracelular com efeito fungicida
(QUINDOS et al., 2019).

Embora a terapia topica seja a primeira escolha, sua falha ndo é
infrequente, principalmente devido ao efeito diluente da saliva e aos movimentos da
lingua, os quais reduzem os agentes antifungicos a concentracdes subterapéuticas
(SANITA, 2012). Além disso, os agentes topicos frequentemente requerem doses
multiplas, e seu sabor pode causar nauseas, o que pode diminuir a adesdo do
paciente. Se uma abordagem sistémica for necessaria, medicamentos com triazol
como fluconazol sdo frequentemente utilizados. No entanto, esses medicamentos

devem ser administrados com cautela, pois podem causar efeitos colaterais
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hepatotoxicos e nefrotdxicos. (SANITA, 2012; SIVARAMAKRISHNAN; SRIDHARAN,
2017; QUINDOS et al., 2019).

Pensando em solucionar estes problemas, o avancgo da ciéncia dos
materiais e da tecnologia farmacéutica permitiu a criacdo de varias estratégias para a
administracdo de medicamentos, como bombas osmaticas, lipossomas, hidrogéis e
microparticulas (MPs) poliméricas. Os principais objetivos desses dispositivos de
administracdo de medicamentos sdo a duracdo da droga por mais tempo, nimero
reduzido de doses necessarias para o tratamento de doencas e a protecdo dos
farmacos de inativacdo para atingir o tecido alvo (VILOS; VELASQUEZ, 2012;
ANWAR et al., 2018).

As MPs poliméricas como estratégia de administracdo de
medicamentos tém vantagens sobre outros sistemas como: uma melhor estabilidade
no ambiente bioldégico do que os lipossomos, suporte para encapsular medicamentos
hidrofilicos e hidrofébicos oferecendo uma ampla gama de aplicaces terapéuticas,
modulam a taxa de liberacdo por um longo periodo de tempo e tem a capacidade de
reduzir a sua toxicidade (VILOS; VELASQUEZ, 2012; ANWAR et al., 2018; KURT et
al., 2017).

Para melhorar as propriedades dos medicamentos, polimeros podem
ser usados para sintetizar as MP por varios métodos de sintese, como o método de
secagem por pulverizagéo (spray dryer). Este permite produzir grandes quantidades
de particulas com morfologia esférica e amorfa com rugosidade ou porosidade em sua
superficie (VILOS; VELASQUEZ, 2012).

Um dos polimeros mais utilizados nos sistemas de liberacdo controlada
de farmacos é o Eudragit® L-100, copolimero derivado do acido metacrilico e do acido
metil-metacrilico empregado em formulacbes farmacéuticas nas formas de
microesferas, nanoparticulas, lipossomas e comprimidos. Estdo disponiveis em
diversas formas fisicas como dispersdo aquosa, organica, solugdo, granulos e pos
(EUDRAGIT® L-100, 2019).

O polimero Gantrez MS-955® MS-955 é um sal misto de sodio e célcio
de éter metilvinilico e anidrido maleico fornecido como um pé esbranquicado. O
polimero é lentamente solGvel em agua, resultando em soluc¢des de cor ambar com
alta viscosidade e adeséao. Os cations formam pontes de sal que reticulam as cadeias

poliméricas. E muito usado na formulacéo adesiva para proteses dentéarias. Oferece
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excelente bioadesdo em ambientes Umidos, proporciona retencdo a longo prazo de
cremes e pos adesivos para proteses (GANTREZ® MS-955, 2018).

MPs de N foram desenvolvidas e caracterizadas por Ribeiro, em 2018
(RIBEIRO, 2018), tendo como um dos objetivos a incorporacao destas MP em adesivo
protético para tratamento da EP. ApOs a caracterizacdo, essas MPs tiveram seu
potencial antifungico testado por Egg, em 2020 (EGG, 2020), que calculou a
concentracéo inibitéria minima de 50% e 80% (CIMso e ClMso, respectivamente) sobre
células de C. albicans. Porém para o desenvolvimento de novos medicamentos, testes
gue avaliem a biocompatibilidade do material sdo necessarios.

Existem inUmeros testes para avaliar o grau de toxicidade da nova
formulacéo. Os testes mais especificos que existem sao os terciarios (em humanos)
que procuram testar o material na maneira como se pretende usa-lo clinicamente.
Estes testes sdo precedidos pelos testes secundarios (in vivo, com animais) com a
implantacdo em tecidos subcutaneos e 0sseos e testes de irritacdo da membrana da
mucosa oral. Entretanto para que possam ser selecionados 0os materiais para serem
levados aos testes secundarios e terciarios, testes preliminares sao utilizados, os
quais podem ser realizados em cultura de células in vitro (HENSTEN-PETTERSEN,
1988).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ESTOMATITE PROTETICA

O estudo de Semis et al.,, 2010 (SEMIS et al., 2010), teve como
objetivo desenvolver uma formulacao nistatina-intralipidica (NYT-IL) que pode ser
administrada sistemicamente e, portanto, ser Gtil no tratamento de micoses invasivas.
A nistatina (NYT, Sigma Chemical, EUA) foi dissolvida em dimetilsulfoxido (DMSO)
(Sigma Chemicals, St. Louis, MO, EUA) e diluida com solucdo salina até uma
concentracdo final de 0,8 mg/ml em uma solucdo a 4% de DMSO. O NYT-IL foi
preparado por uma diluicdo de 25 vezes do NYT em IntralipidTM 20% (Kabi
Pharmacia, Estocolmo, Suécia) até uma concentracao final de NYT de 0,8 mg/ml e
agitada vigorosamente a 24°C por 18 h em um agitador de incubadora em ambiente
controlado a 280 rpm. Todas as amostras foram diluidas 100 a 2.000 vezes em
solugcédo salina antes da medicdo. Cada diluicdo foi medida trés vezes utilizando o
dimensionador de particulas ALV (sistema de dispersao dindmica da luz), em angulo
de 170°. Para determinacdo da associacao de NYT com particulas de IL, 1 ml de NYT-
IL (1 mg / ml) foi fracionado por ultracentrifugacéo por 30 minutos a 200.000 g usando
uma ultracentrifuga com rotor TLA-120. A atividade antifungica in vitro de NYT-IL
versus NYT foi testada nas seguintes cepas: Candida albicans, Candida glabrata,
Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida Krusei, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus flavus, Aspergillus terréus, Aspergillus niger, Fusarium solani, Fusarium
oxysporum. Todas as culturas foram mantidas a -70°C em glicerol a 25%. Antes do
teste de suscetibilidade, os fungos foram cultivados em &gar Sabouraud dextrose a
28°C e subcultivados para o teste. As atividades in vitro de agentes antifangicos foram
determinadas usando o sistema de microdiluicAo com placas de microtitulacdo de 96
pocos, de acordo com o protocolo CLSI M27-A para leveduras e protocolo M38-A para
fungos filamentosos. As concentragdes inibitdérias minimas (CIM) dos farmacos foram
determinadas apos 48 h de incubagcdo. A menor concentracdo de farmaco sem
crescimento nas placas de SDA foi determinada como o valor da concentragao
fungicida minima (CFM). EritrGcitos frescos de ovelha (SRBC) foram suspensos em
solucéo salina estéril a 5% [vol / vol] e lavados duas vezes com solugéo salina por
centrifugacéo (1.800 g 10 min). Quatro e meio ml de SRBC lavado e 0,5 ml de NYT

ou NYT-IL diluidos em série foram incubados a 37°C por 1 h. Apés a incubacéo, os



15

tubos foram centrifugados (1.800 g 10 min) e a hemdlise foi avaliada visualmente. O
vazamento de potassio foi avaliado nos sobrenadantes usando um espectrofotémetro
de absorvancia atébmica Perkin Elmer 403. A concentragdo de ions potassio foi
determinada apos calibracdo com KCI a 383 nm. A analise estatistica dos dados foi
realizada utilizando-se o teste t de Student bicaudal ((P< 0,05). O tamanho das
particulas na mistura de NYT-IL imediatamente ap0s a preparacao foi semelhante a
da emulséo de IL. Esta caracteristica fisica ndo mudou durante o armazenamento de
4 semanas a temperatura ambiente, 4 e 37°C apontando para a estabilidade da
mistura. 80% do NYT esta associado as particulas de IL. A quantidade de NYT
associada a IL foi mantida durante o armazenamento em 24 e 4°C, indicando
novamente a estabilidade da formulacéo de NYT-IL. A atividade antifungica in vitro do
NYT-IL e NYT em relacdo as espécies de Candida, revelaram que os valores de CIM
e CFM do NYT-IL séo inferiores aos da NYT. Os valores médios da CIM do NYT-IL
foram inferiores aos do NYT para todas as espécies de Aspergillus testado. A
suscetibilidade de cepas de Fusarium mostraram variabilidade, sem maior eficicia da
NYT-IL versus a do NYT (P > 0,05). Para avaliar um possivel efeito toxico da
formulacdo do NYT-IL, foi determinado a hemodlise do SRBC exposto a varias
concentracfes de NYT-IL em comparagdo com o NYT. Enquanto a hemdlise foi obtida
na presencga de 40ug / ml de NYT, para NYT-IL, uma concentracéo de 800 g / ml foi
necessario para obter o mesmo efeito. Assim, indicando menor toxicidade do NYT-IL.
Em concluséo, foi relatado o desenvolvimento de uma nova formulagéo de nistatina:
nistatina-intralipideo, com atividade in vitro contra Candida e espécies de Aspergillus.

Sanita et al., em 2012 (SANITA et al, 2012), devido a mudancas
epidemiologicas no tratamento da EP, julgaram necessario estabelecer novas
estratégias de controle e manejo das infeccbes causadas por diferentes espécies de
Candida spp. Em um ensaio clinico randomizado que compararam a eficacia da
desinfeccdo por micro-ondas e da N no tratamento de pacientes diabéticos tipo 2 bem
controlados com EP em termos de resultados microbiolégicos e clinicos. Pacientes
diabéticos que usavam proteses totais maxilares e que apresentavam EP (n = 40)
foram divididos em dois grupos: N (pacientes tratados com N topica 4 vezes/dia por
14 dias) e micro-ondas (pacientes com proteses irradiadas no micro-ondas - 650 W
por 3 min - 3 vezes/semana por 14 dias). Amostras micolégicas foram coletadas dos
palatos e proteses dos pacientes para quantificacdo e identificacdo de Candida, e

fotografias padronizadas dos palatos foram tiradas para analise clinica. As avaliacdes
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foram repetidas no inicio, no final do tratamento (dia 14) e durante o acompanhamento
(dias 30, 60 e 90). Os dados microbioldgicos foram avaliados por analise de variancia
usando um modelo estatistico de efeitos aleatérios, teste post hoc de Tukey e teste
qui-quadrado (a = 0,05). Os resultados clinicos foram analisados usando os testes
exatos de Mann-Whitney e Fisher (a = 0,05). Ambos os tratamentos foram
considerados bem-sucedidos na reducdo dos sinais clinicos de EP e reduziram
significativamente os valores de unidades formadoras de col6nias/ml dos palatos e
proteses nos dias 14 e 30. Além disso, 40% dos pacientes tratados foram curados
pelo fim do tratamento. Nao foram reveladas diferencas significativas nos resultados
microbioldgicos e clinicos entre os dois grupos (P> 0,05). C albicans foi a espécie mais
predominantemente isolada (P <0,01), seguida por C tropicalis e C glabrata. Os
tratamentos de desinfecgdo por micro-ondas e N reduziram significativamente as
ufc/mL dos palatos e préteses nos dias 14 e 30 e foram considerados bem-sucedidos
na reducao dos sinais clinicos de estomatite protética. A desinfec¢éo por micro-ondas
das préteses totais superiores foi tdo eficaz quanto a N no tratamento de pacientes
diabéticos bem controlados com EP.

Stefanovic et al., em 2013 (STEFANOVIC et al., 2013), acoplaram a
N, um antibiético polieno-tetraeno amplamente utilizado no tratamento de micoses,
com goma de polissacarideo oxidada, formando estruturas entre grupos amina de
antibiéticos e grupos aldeido de carboidratos modificados. Os conjugados de amina
sintetizados desta maneira foram reduzidos com boro-hidreto de sédio para aminas
secundarias. Dois conjugados de amina foram obtidos com diferentes teores de N. Os
conjugados foram caracterizados por UV-Vis, FTIR, espectroscopia de RMN e analise
termogravimétrica. A solubilidade em agua, diferentemente da N, e a atividade
significativa contra C. albicans e Aspergillusniger com concentracdes inibitorias
minimas na faixa de 3,125 a 6,25 IlgmL 1 e 6,25 a 25 IgmL 1, respectivamente, indicam
que a integridade quimica e a func&o biolégica destes compostos foram mantidas. A
formacao de conjugados resultou em estabilidade significativamente aumentada nas
diferentes condi¢cdes de armazenamento, enquanto as atividades antifiungicas foram
mantidas e a atividade hemolitica diminuida, em comparacéo com a N livre. Do ponto
de vista da aplicagdo potencial, a solubilidade desses compostos na 4gua € uma
indicacdo de seu potencial uso em varias formulagbes que seriam nado toxicas a

valores fisiologicos de pH. Assim, a ligacdo da N as amostras oxidadas pode ser
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alterada variando a extensdo da oxidacdo do polissacarideo, alterando assim a
concentracdo do antibiético.

Em 2017, Sawant e Khan (SAWANT E KHAN et al., 2017) revisaram
as varias classes de candidiase, sua patologia, limitac6es das terapias antifingicas
convencionais e avaliaram e discutiram as novas abordagens de sistemas de
liberacdo controlada de farmacos visando reducéo de efeitos colaterais e melhora do
seu perfil terapéutico e eficacia. Segundo os autores, a candidiase € uma infeccao
fungica causada por leveduras que pertencem ao género Candida. Existem outras
espécies desse género que podem causar infeccdo em humanos, sendo a mais
comum a C. albicans. Leveduras de Candida normalmente residem no trato gastro
intestinal e podem ser encontradas nas membranas mucosas e na pele sem causar
infeccdo; no entanto, o crescimento excessivo desses organismos pode causar o
desenvolvimento de sintomas. C. albicans é um fungo polimorfico e pode de
apresentar na forma leveduriforme ovoide em pH baixo ou como hifas verdadeiras de
paredes paralelas em pH alto. Ambas as formas sdo importantes por sua
patogenicidade. Outro fator importante que determina a viruléncia € a capacidade de
formar biofilme nas superficies abio6ticas ou bibticas, como cateter, proteses totais e
superficie da mucosa. Atualmente existem novas abordagens para se tentar tratar a
candidiase. A presenca de outras doencas que comprometem a imunidade do
paciente torna mais dificil o tratamento. A candidiase é majoritariamente dividida em
infecgbes superficiais (orais ou vaginais) e infec¢des sistémicas, também conhecidas
como candidiase invasiva. As modalidades terapéuticas convencionais usadas para
tratar a candidiase estdo associadas a varios efeitos colaterais que limitam a
dosagem. A candidiase faringea oral é a infeccdo oportunista mais comum encontrada
em pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (até 90%)
devido a diminuicdo da imunidade. Pacientes infectados pelo HIV em estagios
avancados sdo muito mais propensos a candidiase oral do que 0s estagios iniciais
infectados pelo HIV. Fumar produz um grau de xerostomia (secura na boca), que
guando combinada com uma reducéo da IgA salivar, facilita a invasédo por espécies
de Candida. E geralmente associado a quatro formas orais primarias: candidiase
pseudomembranosa (candidiase oral), candidiase oral eritematosa aguda, candidiase
oral eritematosa crénica e candidiase hiperplasica crénica. Essas formas primarias de
candidiase também estdo associadas a lesdes referidas como formas secundarias de

candidiase: quelite angular, glossite romboide mediana e EP. A candidiase oral é
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tratada através do gerenciamento de fatores predisponentes identificaveis, como
limpeza adequada de préteses em pacientes com candidiase eritematosa cronica,
usando preparacfes de hipoclorito de sodio a 1% ou solucdo de clorexidina. No
entanto, o uso de clorexidina pode causar descoloracao dos dentes e da lingua. Outro
meétodo para manter uma boa higiene bucal € o uso de escova de dentes automatizada
com a capacidade de remover placas em locais inacessiveis devido a forca de
cisalhamento de fluido gerada. Em casos como AIDS e leucemia, o sistema
imunolégico comprometido e os fatores predisponentes dificultam a erradicagcéo da
infeccdo fungica e, portanto, a terapia antifingica € necessaria. Os agentes
antifangicos sao classificados em polienos (compostos anfipaticos heterociclicos),
azdis, analogo de pirimidina fluorada 5-ucitosina e equinocandinas. Os polienos sé&o
frequentemente utilizados no tratamento da candidiase eritematosa oral. A
anfotericina B é administrada como uma suspensdo oral para candidiase oral
refrataria, frequentemente observada nos pacientes infectados pelo HIV. Fluconazol
e o Itraconazol também s&do administrados por via oral, devido a sua facil absorcao
pelo intestino. O miconazol € usado como preparacao topica no tratamento da queilite
angular. O tratamento antifingico administrado de maneira apropriada e oportuna é
necessario, pois um atraso no tratamento esta associado a um aumento da taxa de
mortalidade. Outro fator associado a taxa de mortalidade é a formacao de biofilmes
de micro-organismos, particularmente na presenca de corpos estranhos, como
dispositivos de permanéncia e préteses. Varios agentes antifingicos sistémicos
disponiveis para o tratamento da candidiase invasiva incluem polienos, azois,
equinocandinas e ictiostatina. Os azéis sdo inativos contra o biofilme, enquanto as
equinocandinas mostram eficicia variavel, no entanto, a anfotericina B mostra
atividade in vitro consistente contra o biofilme produzido por diferentes espécies de
Candida. Os autores concluiram que o desenvolvimento de novos sistemas de
administracdo de medicamentos direcionada localmente, reducdo na frequéncia de
doses e alivio de efeitos colaterais € uma necessidade nao atendida. Algumas das
novas abordagens exploradas para a liberacdo de agentes antifungicos incluem
sistemas vesiculares, baseados em nanoparticulas, transportadores coloidais e
sistemas de geleificacdo in situ. No caso da N, microparticulas tem apresentado
menor CIM de 5,21 pg mL, contra C. albicans e foram melhores que as esferas (13,5
pg/mL) e nanoparticulas (38 pg/mL), demonstrando a eficacia das microparticulas de

alginato como portador promissor no tratamento da candidiase oral. Para o nitrato de
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miconazol, formulacées muco adesivas contendo microparticulas tem proporcionado
liberacdo sustentada do medicamento em comparacdo com o gel oral comercializado.
Mais estudos pré-clinicos e clinicos precisam validar o uso desses portadores de
nanotecnologia para agentes antifingicos de primeira e segunda geracdo para melhor
gerenciamento terapéutico da candidiase.

Sivaramakrishnan e Sridharan, em 2017 (SIVARAMAKRISHNAN,
SRIDHARAN, 2017) relataram que a EP é uma condicdo inflamatéria cronica
clinicamente evidente da mucosa oral, principalmente na maxila, causada pelo uso
continuo de proéteses totais ou parciais. Os possiveis fatores identificados sao trauma
devido a préteses mal ajustadas, superficie rugosa da proétese, falta de higiene bucal
e uso noturno de proteses, todas sobrepostas a infeccao por Candida. Isso leva a
vermelhidao e inflamacg&o da mucosa. em contato com as proteses. A condi¢do € mais
pronunciada em pacientes imunocomprometidos (terapia com esteroides ou disturbios
imunossupressores), levando a uma infec¢éo oportunista por Candida mais grave. Por
causa da etiologia fungica, agentes antifungicos como N, anfotericina B e nitrato de
miconazol estdo sendo tradicionalmente usados para o tratamento de estomatite
induzida por prétese. No entanto, causam efeitos adversos no uso a longo prazo. A
prevencdo de EP seria a medida mais apropriada para evitar a carga adicional
causada pelos efeitos adversos aos agentes antifungicos. A desinfeccéo de préteses
usando agentes como a clorexidina e outros agentes antimicrobianos, a desinfeccao
por micro-ondas e o0 uso de terapia fotodinamica foram experimentados em varios
ensaios clinicos randomizados para identificar seu papel na prevencdo da EP,
diminuindo a carga de Candida spp. Se essas técnicas de desinfeccdo pudessem
reduzir a carga de Candida spp téo efetivamente quanto os agentes antifiingicos, elas
poderiam ser usadas como alternativas provaveis aos agentes antifungicos,
eliminando assim os efeitos adversos da terapia antifingica. Portanto, o objetivo dos
autores nesta revisdo sistematica e metandlise foi identificar a eficacia de varias
técnicas de desinfeccdo na reducdo da carga de Candida spp em comparagcdo com
agentes antifungicos, com o objetivo de minimizar o uso de agentes antifingicos e
seus efeitos adversos causados. Esta revisdo sistematica e meta-analise visou
identificar a desinfeccdo de proteses como um modo de prevencgéo de EP para evitar
os efeitos adversos da terapia antifungica. A pesquisa bibliografica foi realizada em
bancos de dados eletronicos. A ferramenta de Cochrane foi usada para avaliar o risco

de viés. O gréfico foi gerado para heterogeneidade com a estatistica e o teste do qui-
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quadrado para as seguintes medidas de resultado: contagem de Candida spp,
melhora clinica, recorréncia de estomatite e eventos adversos. Um total de cinco
estudos foi considerado elegivel, e a estimativa combinada para a contagem de
Candida spp de 0,39 (0,03, 0,75) foi estatisticamente significativa, favorecendo a
terapia antifingica. O grafico do risco relativo de cura clinica néo foi significativo entre
0S grupos com a estimativa combinada de 1,38 (0,87, 2,18), e a recorréncia de
estomatite foi de 1,06 (0,79, 1,43). Enxaguatérios bucais, desinfetantes, desinfeccéo
por micro-ondas e terapia fotodindmica pode ser considerados modos de prevencgao
de EP, com base na melhora clinica observada. Assim o uso de terapia antifingica
seria necessario apenas em casos graves.

Para Quindos et al., em 2019 (QUINDOS et al., 2019), a candidiase €
uma das infeccbes orais oportunistas mais comuns que apresenta diferentes
apresentacoes clinicas agudas e cronicas com diversas abordagens diagnosticas e
terapéuticas. Esses autores realizaram uma revisdo bibliografica sobre os
instrumentos terapéuticos disponiveis contra a candidiase oral e sua utilidade em cada
situacdo clinica. Estudos recentes sobre o tratamento da candidiase oral foram
recuperados no PubMed e na Cochrane Library. Limitaram os estudos em seres
humanos, publicacdes em inglés e espanhol de 2010 até a data de submissédo de
2019. A busca bibliogréfica identificou 296 artigos, dos quais 72 foram selecionados
apos a leitura dos resumos dos manuscritos. Apés a andlise desses artigos, 33
manuscritos foram finalmente incluidos nas referéncias, apdés exclusdo das
publicacdes que ndo se enquadravam nos objetivos da presente revisdo. Assim, 0S
autores encontraram que a N e M séo os antifingicos topicos mais utilizados. Ambos
os medicamentos antifingicos sdo muito eficazes, mas precisam de um longo tempo
de uso para erradicar a infec¢do. As apresentacdes farmacoldgicas do M sdo mais
confortaveis para os pacientes, mas este medicamento pode interagir com outros
medicamentos e esse fato deve ser avaliado antes do uso. Outras alternativas topicas
para candidiase oral, como anfotericina B ou clotrimazol, ndo estdo disponiveis em
muitos paises. O fluconazol oral é eficaz no tratamento da candidiase oral que néo
responde ao tratamento topico. Outras alternativas de tratamento sistémico, oral ou
intravenoso, menos utilizadas s&o itraconazol, voriconazol ou posaconazol. As
novidades disponiveis incluem equinocandinas (anidulafungina, caspofungina) e
isavuconazol. As equinocandinas s6 podem ser usadas por via intravenosa. O

isavuconazol estad disponivel para uso oral e intravenoso. Outras alternativas
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promissoras sdo novas drogas ou 0 uso de anticorpos, citocinas e peptideos
antimicrobianos. A N, obtida de Streptomyces nursei, liga-se ao ergosterol da
membrana plasmatica fungica e forma poros que a tornam mais permeavel, causando
perda de potassio intracelular com efeito fungicida. Além disso, a N também causa
danos celulares secundarios por auto-oxidacdo. O espectro anti-Candida da N é
bastante amplo. O ponto de corte antifuingico dos polienos nos testes de
suscetibilidade in vitro € uma concentragdo inibitéria minima (CIM) de 1 pg/mLmL.
Alguns isolados clinicos resistentes ou menos suscetiveis foram descritos em
Candidalusitaniae, C. rugosa, C. haemulonii, C. lipolytica, C. guilliermondii, C. kruseie
C. glabrata. A N ndo é absorvida por via oral. Seu uso parenteral é toxico, mas foram
realizados ensaios clinicos com uma formulacdo lipossbmica que permite sua
administracdo intravenosa. Seus efeitos indesejaveis incluem irritacdo local e, quando
administrados por via oral, nausea, voémito e diarréia. A N é provavelmente segura
durante a gravidez e a amamentacdo e seu tratamento é eficaz se administrada por
um periodo suficiente. No entanto, o sabor desagradavel e esse padréo de tratamento
prolongado comprometem a adesao do paciente. O encapsulamento da N nas
nanoparticulas ou a inclusdo em cremes dentais ou condicionadores de tecidos
exibem propriedades que permitem sua funcionalidade in vitro e podem fornecer a
base para novas abordagens bem-sucedidas no tratamento da candidiase oral. O M
e o restante dos azéis (imidazéis ou triazéis) bloqueiam a lanosterol 14-a-desmetilase
dependente do citocromo P450. Esta acdo € fungistatica, causando uma importante
alteracdo da permeabilidade celular e a inibicdo do crescimento da célula fungica.
Az0is desenvolvem o seu efeito de forma mais lenta do que polienos, mas com menos
toxicidade porque a sua a¢do contra membranas de fungos € mais seletiva do que a
de polienos. O Nitrato de Miconazol tem uma boa atividade in vitro antifingica contra
Candida, mas esta atividade é inferior contra alguns isolados de C. glabrata e C.
krusei. Pode ser administrado topicamente, por via oral ou por via intravenosa, mas
estas duas Ultimas formas sdo muito pouco frequentes. E administrado na forma de
comprimidos bucais, goma de mascar, gel oral. Em alguns paises, existe uma
apresentacao alternativa de M em formulacdo mucoadesiva bucal diaria a 50 mg. A
aplicacdo diaria é uma vantagem sobre a aplicagdo de N por quatro ou cinco vezes
por dia para manter a adesao do paciente ao tratamento. Essa formulagédo de nitrato
de miconazol mucoadesiva exibiu maiores concentracbes salivares e melhor

tolerancia para o paciente. N, M e fluconazol sdo muito eficazes no tratamento da
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candidiase oral. Existem alternativas sistémicas para o tratamento de infeccOes
recalcitrantes, como 0s novos triazois, equinocandinas ou apresentacodes lipidicas da

anfotericina B.

2.2 SISTEMAS DE LIBERACAO CONTROLADA

Albers et al., em 2013 (ALBERS et al., 2013), investigaram os efeitos
citotéxicos das nano e microparticulas (MPs) de prata e prata ibnica nos osteoblastos
(OBs) e osteoclastos (OCs) e correlacionaram seus efeitos com a eficacia
antibacteriana em Staphylococcusepidermidis. Culturas celulares de OBs e OCs
primérios foram realizadas para estudar a influéncia de particulas de prata e prata
ibnica no desenvolvimento e diferenciagcdo de OBs e OCs. Os OBs primarios foram
isolados de calvarias de camundongos com 1-2 dias de idade por digestdo sequencial
de colagenase, expandidas por 4 dias em meio de cultura DMEM suplementado com
10% de SFB (inativado pelo calor) e 1% de penicilina e estreptomicina e
posteriormente armazenado em azoto liquido. As células foram subsequentemente
separadas com tripsina a 0,05% em acido etilenodiaminotetraacético 0,53 mM (EDTA)
e semeadas em placas de 96 poc¢os. ApOs a semeadura, 0s meios de cultura foram
suplementados para induzir diferenciacdo de OBs. Os OCs foram cultivados a partir
de células da medula 6ssea (BMC). Para o plaqueamento, todas as células foram
cultivadas em DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (n&o inativado pelo
calor) e 1% de penicilina/estreptomicina e mantidos a 37 °C em uma atmosfera
umidificada de 5% de CO:2. As células foram tratadas com particulas de prata por 72
h. Para determinar se os efeitos potenciais induzidos por particulas de prata foram
devidos a liberacao desses ions das particulas, estas foram incubadas primeiro em
meio de cultura de células DMEM por 6 dias sem a adicdo de OBs ou OCs. Depois
disso, os sobrenadantes livres de particulas foram coletados e ambas as células foram
tratadas com meio condicionado a 20%. Particulas de titanio foram usadas como
controles para distinguir entre efeitos mediados por particulas e ions. NaNO3s serviu
como controle contra nitrato de prata. Todas as culturas foram interrompidas apo6s 6
dias e foram realizados ensaios de diferenciacdo e viabilidade celular. A viabilidade
celular foi quantificada com ensaios XTT. A reacdo de cor foi medida a 490 nm. A
diferenciacdo do OB foi avaliada quantificando a atividade da fosfatase alcalina. As

comparacdes pareadas com os respectivos controles foram realizadas usando o teste
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de Dunnett duplo como andlise post hoc. Comparacdes multiplas em pares foram
feitas usando o teste de Tukey para analise post hoc (a = 0,05). Os valores médios de
ICso foram calculados usando andlises de regresséo, usando modelo de ajuste de
curva para determinar se os modelos de regressao linear ou logaritmica podiam ser
aplicados. Todos os dados numéricos estéo representados na média, com o desvio
padrdo. Os dados foram avaliados estatisticamente por ANOVA. Nanoparticulas de
prata (50 nm) exibiram fortes efeitos citotoxicos em OBs e OCs. Efeitos citotoxicos
fracos foram observados para MPs de prata (3 mm). A citotoxicidade foi mediada
principalmente pela liberacédo de prata idnica independentemente do tamanho. Efeitos
antibacterianos ocorreram em concentracdes de Ag+ 2-4 vezes maiores do que
aquelas que induzem efeitos citotoxicos. Tais efeitos adversos na sobrevivéncia de
OB e OC podem ter efeitos negativos na biocompatibilidade de implantes ortopédicos.

Endo et al., em 2012 (ENDO et al., 2012), realizaram um estudo que
produziu MPs contendo extrato de roma pela técnica de spray dryer, utilizando
alginato ou quitosana como agentes encapsulantes. Ensaios de caracterizagao,
antifingico e de citotoxicidade (48 h) foram realizados.. Verificou-se que a
concentracao toxica teria que ser 20 vezes maior do que a necessaria para inibir C.
albicans. Os rendimentos de producdo foram de cerca de 40% para as MPs de
alginato e 41% para a quitosana. Os diametros médios foram de 2,45 um e 2,80 um e
a eficiéencia de encapsulacdo foram de 81,9% e 74,7% para as MPs de alginato e
quitosana, respectivamente. O processo de secagem por pulverizacdo preservou a
atividade antifungica contra C. albicans. A microencapsulacdo protege o farmaco
encapsulado e permite uma liberacdo controlada para alcancar o efeito terapéutico
desejado. Estes resultados podem ser Uteis para o desenvolvimento de formas
farmacéuticas para o tratamento da candidiase, e mais investigado em modelos in
Vivo.

Vilos e Velasquez em 2012 (VILOS, VELASQUEZ, 2012)
apresentaram fundamentos sobre MPs poliméricas com base em sua formulacao,
mecanismos de liberacdo de farmacos e algumas de suas estratégias terapéuticas
inovadoras para o tratamento de multiplas doencas. Relataram que a descoberta e 0
desenvolvimento de novos medicamentos para o tratamento de doencas é um
processo demorado e caro. O desenvolvimento do medicamento geralmente requer
cerca de 14 anos, e estudos demonstraram que, no ano de 2013, cada fase Ill do

ensaio clinico foi de cerca de US $ 1,9 bilhdo. O longo tempo necessario para
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desenvolver uma nova aplicacdo de medicamento e seus altos custos ilustram a
necessidade de desenvolver novas estratégias terapéuticas, que melhoram a eficacia
de medicamentos disponiveis. O avanc¢o da ciéncia dos materiais e da tecnologia
farmacéutica permitiu a criacdo de varias estratégias para a administracdo de
medicamentos, como bombas osmoticas, lipossomas, hidrogéis e MP. Os principais
objetivos desses dispositivos de administracdo de medicamentos sédo a geracao de
liberacdo mantida de tempo de droga, numero reduzido de doses necessarias para o
tratamento de doencas e a protecdo dos farmacos de inativagdo para atingir o tecido
alvo. As MP como estratégia de administracao de medicamentos tém vantagens sobre
outros sistemas, pois nao requerem procedimentos cirdrgicos para sua aplicacdo ou
remocdo do corpo, como as bombas osméticas. Além disso, as MP exibiram uma
melhor estabilidade no ambiente bioldgico do que os lipossomos, e seus métodos de
formulacédo altamente reprodutiveis fornecem suporte para encapsular medicamentos
hidrofilicos e hidrofobicos, que oferecem uma ampla gama de aplicacdes terapéuticas.
A liberacdo de medicamentos pelas MP mostra varios beneficios em comparagédo com
0os métodos convencionais de administracdo de medicamentos, que incluem a
capacidade de modular a taxa de liberacdo de medicamentos por um longo periodo
de tempo e a capacidade de reduzir a toxicidade do medicamento. As MP, como
sistemas de administracdo de medicamentos, foram desenvolvidas usando diferentes
polimeros naturais e sintéticos. Os polimeros naturais incluem quitosana, alginato,
dextrano, gelatina e albumina e polimeros sintéticos. Varios métodos podem ser
utilizados para a sintese das MPs. A secagem por pulverizacdo € um método
amplamente utilizado na industria farmacéutica e de biotecnologia para a sintese de
MP, porque permite produzir grandes quantidades de particulas com morfologia
esférica e amorfa e pode exibir rugosidade ou porosidade em sua superficie. A
liberacdo de drogas a partir de MP surge como consequéncia da degradacéo e/ou
erosado do dispositivo polimérico. Portanto, o conhecimento sobre a natureza quimica
dos polimeros € essencial para entender o mecanismo de liberacdo. Nos casos em
gue ocorre degradacéo da matriz polimérica, o medicamento difere através dos canais
gerados pela quebra das cadeias poliméricas sem perda de volume na particula. Por
outro lado, quando o transportador polimérico sofre eroséo, juntamente com a perda
de massa do polimero, o medicamento é liberado. Nesse caso, ha uma diminui¢cdo no
volume da matriz polimérica de acordo com a liberacdo do medicamento. As MPs

podem ter varias indicagbes como em casos de doencas oncoldgicas, doencas
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cardiacas, resposta imunologica e tratamento de diabetes. A incorporacdo de MPs
poliméricas como transportadoras de drogas na pratica médica melhora as
desvantagens geradas por niveis plasmaticos elevados de curto prazo e reacdes
adversas causadas pela formulacdo farmacéutica tradicional. Também cria novas
estratégias para locais de liberacdo localizados e sustentados com baixa
permeabilidade vascular. Além disso, a ampla gama de biomateriais com diferentes
propriedades fisico-quimicas permite a criacdo de sistemas inteligentes para a
administracdo de medicamentos, 0s quais promovem uma resposta 6tima e longo
prazo para tratamentos de diferentes doencas. O desenvolvimento de MP, como
sistemas de administracdo de medicamentos, estabeleceu as bases para o papel
emergente e significativo da nanomedicina baseada em polimeros nanoparticulas
como portadoras de drogas.

Date et al.,, em 2013 (DATE et al., 2013) descreveu a obtencdo de
nanoparticulas de Rifampicilina adicionada de acido félico a partir do polimero Gantrez
(NA-119) por complexacdo ibnica - RFMGzFa. A Rifampicina é utilizada para
tratamento da tuberculose. O acido félico foi incorporado em diferentes concentracdes
simplesmente variando a quantidade de acido durante a preparacdo. Nanoparticulas
de RFMGzFa foram preparadas pelo método de difusdo de solvente de emulséo. O
Gantrez AN-119 hidrolisa rapidamente em meio aquoso, liberando grupos acido
carboxilico, para criar um ambiente acido. Este facilita a protonacéo e subsequente
complexacdo ibnica do acido félico com os grupos carboxilicos, para permitir a
incorporacdo. Os espectros de FTIR confirmaram essa interacdo. A imagem
infravermelha revelou distribuicdo de &cido félico através da superficie das
nanoparticulas. Nanoparticulas foram obtidas na faixa de tamanho de 350 a 450 nm
com carga de RFM de 12 a 14% em peso. O TEM / SEM revelou morfologia esférica.
As nanoparticulas de RFMGzFa exibiram liberacdo sustentada de RFM e acido folico.
O &cido folico mostrou liberacdo sustentada por até 12 horas, mediada pela troca
ibnica. Houve aumento de 480% na captacdo de RFM com nanoparticulas de
RFMGzFa em comparacdo com 300% com nanoparticulas de RFMGz in vitro, em
macrofagos humanos. Teste de citotoxicidade pelo método MTT foi realizado, também
em macrofagos, nos periodos de 3, 6, 12 e 24 h e as nanoparticulas exibiram
citotoxicidade significativamente maior em comparacdo RFM simples. A linhagem

celular U-937 sugeriu o papel do acido folico na captacdo mediada pelo receptor de
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folato. A complexacdo idnica representou entdo uma simples abordagem né&o
covalente para incorporar o acido folico em nanoparticulas poliméricas de Gantrez.

Iglesias et al., 2016 (IGLESIAS et al., 2016) relata que as principais
preocupacdes com medicamentos projetados para administragdo oral sdo sua
inativacdo ou degradacao nas condi¢cdes adversas do trato gastrointestinal, sua baixa
solubilidade através da camada de gel de muco gastrointestinal, a baixa
permeabilidade do epitélio intestinal que limita sua absorgéo e sua toxicidade. Nesse
contexto, nanoparticulas de poli (anidrido) sdo capazes de proteger a droga do
ambiente hostil, reduzir a toxicidade da droga e, em virtude da modificacdo da
superficie, para melhorar ou reduzir sua permeabilidade ao muco e a bioadeséo a
células alvo especificas. Os copolimeros entre éter metilvinilico e anidrido maleico
(comercializado como Gantrez® AN 119) fazem parte das nanoparticulas de poli
(anidrido). Estas biocompativeis e biodegradaveis nanoparticulas (NPs) podem ser
modificadas usando diferentes ligantes. Sua utilidade como droga portadores e sua
bioadesdo com componentes da mucosa intestinal foram descritos. Contudo, sua
toxicidade, genotoxicidade e capacidade de permeacdo de muco ndo foram
completamente estudadas. O objetivo deste trabalho foi avaliar e comparar a
toxicidade in vitro, viabilidade celular e genotoxicidade de nanoparticulas de Gantrez®
AN 119. Os resultados mostraram que, em geral, as NPs revestidas apresentaram
melhor permeabilidade ao muco do que as que séo revestidas com manosamina que
sdo o0s mais permedaveis. As nanoparticulas estudadas afetaram o metabolismo
celular, a integridade da membrana ou a viabilidade das células das células nas
diferentes condi¢des testadas. Além disso, eles ndo induziram um nivel relevante de
guebras na fita de DNA.

Kurt et al., em 2017 (KURT et al., 2017), avaliou em estudo in vtiro a
atividade antifingica e a citotoxicidade de material de base de protese contendo MPs
de prata. Utilizou-se o material de base para protese de polimetilmetacrilato (PMMA)
e MPs de prata foram adicionadas ao p6 do polimero em diferentes concentracdes
por volume (0%, 0,25%, 0,5% e 1%). Sua atividade antifungica contra C. albicans foi
avaliada em termos de unidades formadoras de colbnias. As amostras de disco de
PMMA contendo MPs de prata foram analisadas em meio de cultura por 1, 2 e 5 dias.
A citotoxicidade para as células de fibroblastos de camundongo L929 cultivadas foi
avaliada usando um sistema de analise de células em tempo real (RTCA) e o ensaio

de 3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5 difenil tetrazélio (MTT). O meio de cultura celular
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completo sem soro foi utilizado para o teste. As amostras foram preparadas colocando
trés discos de material de base para protese de PMMA em seus proprios tubos
estéreis com 9 mL de meio de cultura. Eles foram incubados a 37 ° C por 1, 2 e 5 dias
em uma atmosfera umidificada de 5% de CO2 e 95% de ar. As amostras foram
esterilizadas por filtracdo através de um filtro de 0,22 um e foram transferidas para
novos tubos contendo meio de cultura fresco apos cada periodo de cultivo. O meio de
cultura sem amostra também foi incubado como controle negativo. Em seguida, soro
fetal bovino a 10% foi adicionado e foram armazenados a -20°C até o ensaio de
citotoxicidade. Foram utilizadas duas técnicas de ensaio de citotoxicidade in vitro:
RTCA xCELLigence System e o MTT CellProliferation Kit. Células néo tratadas foram
usadas como controle e as analises foram feitas em quadruplicata. Para quantificar o
namero de células viaveis, os dados foram expressos em0 um indice de células (CI)
e exportados para o software Excel. A viabilidade celular em momentos especificos
foi expressa como uma porcentagem das células de controle ndo tratadas. As andlises
estatisticas dos dados foram realizadas as 24, 56 e 138 h para observar respostas
celulares imediatas, agudas e crbnicas, respectivamente. Ensaio MTT foi realizado
para indicar a resposta celular aguda em 1, 2 e 5 dias. Plaquearam-se 3 x 10*
células/100 uL de meio por po¢o em placas de 96 pocos e incubaram-se a 37 ° C por
24 h em uma atmosfera umidificada de 5% de CO2 e 95% de ar. As particulas foram
adicionadas em volumes de 50 uL e as células foram tratadas por 28 h. Apés o
tratamento, 10 yuL de reagente de marcacdo MTT foram adicionados a cada poco e
incubados por mais 4 h. Em seguida, 100 pyL da solucdo de solubilizacdo foram
adicionados a cada poco e incubados durante a noite. Ap6s a incubacado, a
absorbancia colorimétrica foi medida a 580 nm (comprimento de onda de referéncia a
650 nm) usando um leitor de placas de microtitulacdo. A viabilidade celular foi
expressa como uma porcentagem das células de controle ndo tratadas. Os dados
foram analisados no GraphPad Prism 5.0 e sdo apresentados como média + desvio
padrao (DP). As diferencas estatisticamente significantes foram avaliadas pelo teste
de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste U de Mann-Whitney. Os dados agrupados foram
submetidos a analises de variancia com testes post hoc de Tukey. As diferencas foram
consideradas estatisticamente significantes em P <0,05. O efeito antifingico contra C.
albicans aumentou com a porcentagem de MPs de prata (P <0,05). Para ambos os
testes, tanto o RTCA como o ensaio MTT, ndo foi observada citotoxicidade

dependente do tempo ou do material de base da prétese PMMA contendo MPs de
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prata. O material de base para prétese de PMMA, contendo MPs de prata, possui
atividade antifungica e efeito ndo citotéxico.

El-Nahas et al., 2017 (EL-NAHAS et al.,, 2017) formularam e
caracterizaram nanoparticulas de Eudragit com silimarina e avaliaram seus efeitos
hepatoprotetores e citotoxicos ap6s administracdo oral. As nanoparticulas foram
preparadas pela técnica de nanoprecipitacdo e avaliadas para tamanho de particula,
eficiéncia de aprisionamento, caracterizacdo em estado solido e medicamento in vitro.
A atividade hepatoprotetora foi avaliada apds administracdo oral de pacientes
selecionados. O estudo potencial de citotoxicidade aguda in vivo foi também avaliado,
em células de ratos. As nanoparticulas selecionadas continham 50 mg de silimarina e
50 mg de polimeros Eudragit (1:1 Eudragit RS 100 e Eudragit LS 100). O teste de
morfologia revelou nanoparticulas esféricas e uniformemente distribuidas. Estudos
DSC e FT-IR sugeriram presenca de silimarina em estado amorfo e auséncia de
interacdo quimica. A avaliacdo hepatoprotetora das nanoparticulas em ratos
intoxicados por CCIl4 revelou melhora significativa nas atividades de diferentes
parametros bioquimicos (P<0,01) em relagdo ao produto comercializado. Os estudos
histopatoldgicos sugeriram que as nanoparticulas selecionadas produziam melhor
efeito hepatoprotetor em ratos intoxicados por CCl4 em comparac¢ao com os produtos
comercializados. O estudo de toxicidade nado revelou efeito toxico evidente para
amostras em branco ou nanoparticulas de silimarina na dose de 50 mg/kg de peso
corporal. Os resultados obtidos sugeriram que as nanoparticulas selecionadas foram
seguras e aprimoraram as propriedades hepatoprotetoras e farmacolégicas da
silimarina.

Cartagenaetal.,em 2017 (CARTAGENA et al., 2017), desenvolveram
um novo sistema de administracdo oral de drogas, incorporando MPs poliméricas de
nitrato de miconazol em um adesivo experimental para prétese antifiungica (DA). As
MPs Eudragit L-100 (E) e Gantrez MS-955 (G) MN de secagem por pulverizag&o foram
incorporadas no DA. Os grupos DAE1, DAG1, DAEG1, DAE2, DAG2, DAEG2 foram
obtidos a partir da combinacdo de polimeros usados em MPs MN (E, G e EG) e
concentracéo de MN em DA (1, para 1% e 2, para 2%). DA com MN puro a 2% (DAM)
e DA sem MPs ou medicamento (DACT) foram ambos o0s grupos controle. Todos os
grupos foram avaliados para determinar o ensaio microbiolégico, forca adesiva e
toxicidade. A concentracao inibitéria minima (CIM) foi realizada pelos métodos de

microdiluicdo e diluicAo em agar no extrato de DAs e na forma de gel convencional



29

(Daktarin). O teste de carga adesiva foi realizado entre amostras de resina acrilica em
uma maquina de teste universal apds imersdo em agua. A toxicidade de varias
diluicbes de DAs foi realizada com bioensaio ap6s 24 e 48 h. Os dados de forca
adesiva foram avaliados pelos testes ANOVA a dois fatores e Bonferroni (a = 0,05). A
concentracdo necessaria para matar 50% (CL50) foi determinada usando a analise
Provit. A DA com MPs poliméricas e droga pura apresentou CIM entre 1,25-5 ug/ mL,
semelhante aos valores de CIM do DAM. DAEG2, DAEG1, DAG20 mostraram mais
ativos contra. As melhores propriedades adesivas foram exibidas pelo DAEG2,
consistindo em alta forca adesiva inicial que foi mantida por até 6 h. Os extratos de
todos os DA apresentaram baixa ou nédo toxicidade as 24 e 48 h. Os DA contendo 2%
de MN carregados em MPs fabricadas apenas por Gantrez MS-955 ou combinadas
com Eudragit L-100 produzem atividade antifingica eficaz, boa forca adesiva e
nenhum efeito de toxicidade, sendo uma terapéutica promissora para usuarios de
préteses removiveis afetadas por estomatite dentaria.

Anwar et al., em 2018 (ANWAR et al., 2018), conjugaram anfotericina
B, N (polienosmacrociclicos) e fluconazol (azol) com nanoparticulas de prata. Os
farmacos conjugados a prata foram sintetizados com sucesso e caracterizados por
espectrofotometria visivel no ultravioleta, espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier e microscopia de forca atbmica. Os farmacos conjugados e
nao conjugados foram testados contra Acanthamoeba castellanii pertencentes ao
gendtipo T4, utilizando ensaio amebicida e ensaio de citotoxicidade de células
hospedeiras. As células foram cultivadas em meio RPMI-1640 contendo soro fetal
bovino a 10%, 10% de soro Nu, 2 mM glutamina, 1 mM de piruvato, penicilina,
estreptomicina, aminoacidos nao essenciais e vitaminas. As células foram
tripsinizadas com 2 mL de tripsina e centrifugadas. Foram entdo plaqueadas. As
placas foram observadas ao microscépio 6ptico para a formacdo de monocamada
uniforme de células HelLa e utilizadas para o ensaio de citotoxicidade. Os ensaios
foram realizados em placas de 96 pocos. Amebas (8 x 10%) foram tratadas com varios
farmacos conjugados com AgNPs, AgNPs isolados e medicamentos isolados
(concentragdo de 5 e 10 uM) seguidos por 2 h de incubagédo a 30 ° C. Apds a
incubacédo, essas amostras e controle foram centrifugadas a 5000 x g por 1 min para
remover 0os materiais extracelulares e o sedimento foi suspenso em 200 uL de FRP
RP seguido pela adicdo de HelLa. As placas foram incubadas por 24 h. Valores de

controle negativos para ensaios de citotoxicidade foram obtidos através da incubacéo
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de células HeLa apenas com RPMI-1640, e valores de controle positivos foram obtidos
por 100% de morte celular usando 1% de Triton X-100. Apds a incubacédo, os
sobrenadantes foram coletados de cada pogo e a liberagdo de desidrogenase de
lactato foi medida usando o kit de teste de deteccdo de citotoxicidade. O LDH € uma
enzima intracelular e € liberado apenas a partir de células danificadas. Os ensaios de
viabilidade revelaram que as nanoparticulas de prata conjugadas com anfotericina B
(Amp-AgNPs) e N (Nys-AgNPs) exibiram propriedades antiamoébicas significativas
em comparagcdo com farmacos isolados ou AgNPs isolados (P <0,05), conforme
determinado pelo ensaio de exclusdo com azul de tripano. Em contraste, a conjugacao
de fluconazol com AgNPs teve efeito limitado em suas propriedades antiamoébicas.
Notavelmente, os medicamentos revestidos com AgNP inibiram a citotoxicidade das
células hospedeiras mediadas por amebas, conforme determinado pela medicdo da
liberacdo de lactato desidrogenase. Os autores desenvolveram uma nova formulagéo
de agentes antiamoébicos mais eficazes baseados em AgNPs revestidos com
medicamentos que possiveis aplicacdes futuras.

Ribeiro, em 2018 (RIBEIRO, 2018), pensando em aumentar a
solubilidade e favorecer a disponibilidade de farmacos usados no tratamento de
candidiase, desenvolveu MPs contendo N a 10% e 20%, a partir dos polimeros
Eudragit® L-100 e Gantrez MS-955® MS-955 pelo método de secagem por
pulverizacdo (spray drying). As formula¢des de MP resultantes EN10, EN20, GN10,
GN20, EGN10 e EGN20 tiveram seu rendimento calculado e analisado. Para
quantificar o farmaco presente nas MPs obtidas, foi desenvolvido e validado um
meétodo de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) simples, especifico, linear,
robusto e exato. As propriedades fisico-quimicas das MP, dos compostos utilizados e
de suas respectivas misturas fisicas foram analisadas por microscopio eletrénico de
varredura (MEV), difracdo de raios X (DRX), espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), -calorimetria exploratdria diferencial e
termogravimetria (DSC e TG). As imagens obtidas por MEV sugeriram que houve
incorporacdo do farmaco pelo polimero em todas as formulacdes exceto na GN20
onde se observaram cristais de N dispersos ao redor do polimero. Os espectros
obtidos por FTIR das formulac6es de MP ndo apresentaram as bandas caracteristicas
de N, assim como os respectivos difratogramas n&o apresentaram os picos cristalinos
de N e as curvas de calorimetria exploratoria diferencial ndo evidenciaram o0s picos

referente a N, sugerindo a incorporacdo do farmaco pelos polimeros em todas
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formulacbes. J4 a analise de TG das formulacbes apontou que dentre todas as
formulacbes, GN10 e GN20 apresentaram a menor estabilidade térmica.
Considerando estas analises foram selecionadas as MP EN10, EN20 e EGN20 para
0 ensaio de eficiéncia de encapsulacdo. Neste ensaio observou-se que a formulacao
gue obteve o maior percentual de incorporacdo de farmaco foi a EN20 (66,52%), a
qual poderia representar uma alternativa para carrear o farmaco em formulacdes a
serem testadas e aumentar sua biodisponibilidade no uso tépico para o tratamento da
estomatite protética.

Dalcin et al., 2019 (DALCIN et al., 2019) avaliaram a influéncia da
nanoencapsulacdo da dihidromicetina flavonéide (DMY) na reducdo da
genotoxicidade e citotoxicidade induzidas por nanocapsulas catibnicas. Foram
realizados ensaios para avaliar o potencial de formacao de proteinas, citotoxicidade,
genotoxicidade e capacidade antioxidante. Nanocapsulas contendo DMY (NC-DMY)
e DMY livre (DMY-F) ndo demonstrou citotoxicidade e genotoxicidade. Contudo, as
nanocapsulas Eudragit RS100® (NC-E) aumentaram a citotoxicidade e a formacao de
danos ao DNA. NC-DMY e NC-E apresentou alta interacdo com o DNA in vitro,
sugerindo sequestro de DNA. Esses resultados indicam que DMY nanoencapsulado
nao induz citotoxicidade ou genotoxicidade e demonstra alta capacidade antioxidante.
Essa capacidade antioxidante esta provavelmente associada ao DMY e ocorre devido
a sua capacidade de evitar a formacdo de radicais livres, impedindo a toxicidade
causada pela nanoestrutura com o polimero catiénico Eudragit RS100®. Portanto, o
NC-DMY pode ser considerado uma formulacdo importante com importante potencial
antioxidante a ser explorado pela nhanomedicina.

O hidrogenotartarato de rivastigmina (RHT) € aplicado no tratamento
da doenca de Alzheimer, é encontrado na forma de comprimidos e capsulas, na
administracdo oral ele possui baixa biodisponibilidade e a via intranasal apresenta
uma entrega do farmaco que contorna a barreira hematoencefélica. O estudo de
Salatin et al., 2020 (SALATIN et al.,, 2020), teve como objetivo desenvolver
formulagbes de gel termorreversiveis embebidas em nanoparticulas (NPs) Eudragit
RL-100 (EU-RL) para a entrega intranasal de hidrogenotartarato de rivastigmina
(RHT), utilizando PF-127 como agente gelificante. As NPs de RHT foram formuladas
usando diferentes propor¢cdes polimero/medicamento atravées da técnica de
nanoprecipitacdo. RHT (35 mg) e EU-RL em diferentes propor¢cdes de peso foram

dissolvidos em agua (2 mL) e acetona (5 mL), respectivamente. A solucdo RHT foi
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adicionada gota a gota a solucéo organica EU-RL sob agitacéo vigorosa a 400 rpm. A
solucéo organica obtida foi entdo injetada na solucéo externa (10 mL de 3% PF-127).
A acetona foi completamente evaporada sob agitacdo a temperatura ambiente. As
NPs preparadas foram submetidas a centrifugagéo (60 minutos a 18 500 x g), lavada
e liofilizada. A solucdo PF-127 foi preparada de acordo com o "método frio" usual
desenvolvido por Schmolka. Para isso, o PF-127 (1.8 g) foi adicionado lentamente a
10 mL de 4gua desionizada gelada (4°C) sob agitacdo magnética. O p6 de RHT (10
mg) foi adicionado a solucdo transparente contendo 18% de PF-127 (10 mL) e
misturado suavemente com o0 agitador magnético. A solucdo preparada foi entédo
armazenada em uma geladeira a 4°C. O peso necessario de Granulos PF-127 foi
disperso nas nanossuspensdes de RHT (10% p / v) e agitado até se formar uma
solugéo clara. As nanoformulacdes foram avaliadas em termos de temperatura de
gelificacéo, viscosidade, pH, resisténcia a mucoadesédo, estabilidade e estudos de
liberacdo. A absorcdo celular e citotoxicidade in vitro das NPs contra células de
carcinoma pulmonar (A459) foram avaliadas. A permeabilidade das nanoformulagdes
também foi abordada através da mucosa nasal de ovelhas. Todos os dados foram
examinados por t teste e relatado significativo quando P < 0,05. As NPs RHT eram de
forma aproximadamente esférica com um tamanho médio de 118 a 154 nm. Os
valores do potencial zeta foram positivos (22,5 a 30,8 mV) para todos as NPs. O
potencial zeta é conhecido como um importante indice de estabilidade das dispersdes
coloidais. A medida que o potencial zeta aumenta, a estabilidade e a
monodispersidade das particulas aumentam, independentemente do tipo de carga.
Este efeito pode ser atribuido a alta repulsdo elétrica. As nanoformulacbes RHT
exibiram uma temperatura de transicdo mais préxima da temperatura corporal e um
perfil de liberacé@o sustentada por um periodo de 24 horas, regido principalmente pela
difusé@o de Fickian. As NPs RHT demonstraram um baixo efeito citotoxico nas células
A459, que foram absorvidas por aqueles de maneira dependente da dose e do tempo.
O teste de permeacdo in vivo mostrou aumento da permeabilidade da RHT através da
mucosa nasal. Os resultados do estudo indicaram o uso potencial das

nanoformulagdes atuais como sistemas de administracdo de medicamentos nasais.

2.3 TESTES DE CITOTOXICIDADE IN VITRO
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Hensten-Pettersen, em 1988 (HENSTEN-PETTERSEN, 1988),
descreveu métodos de cultura celular que sédo utilizados para avaliar a citotoxicidade
de materiais odontoldgicos, baseando-se principalmente em documentos e
especificacdes disponiveis a época (ADA 1979, BSI 1980, FDI 1980, ISO 1984,
AFNOR 1985, DIN 1986), segundo os quais os meétodos sugeridos devem ser
considerados como de natureza preliminar ou sugestiva. O autor classificou os testes
de toxicidade em preliminares (entre os quais se incluem os testes de culturas de
células in vitro), secundérios (estudos de implantagdo em tecidos subcutédneos e
0sseos, testes de irritacdo da membrana mucosa oral e testes de sensibilizacéo) e de
uso, ou terciarios (que procuram testar o material na maneira como se pretende usa-
lo clinicamente). Em relagdo aos testes de cultura celular usados para materiais
odontoldgicos, o autor mencionou que parametros diferentes foram usados para
monitorar os efeitos citotdxicos, tais como inibicdo do crescimento celular, alteracéo
na permeabilidade de membrana, qtélise, marcadores (de membrana ou
citoplasmaticos) e mudancas na atividade metabdlica ou citopatogénicas, sendo
comum a utilizacdo de dois ou mais desses aspectos para avaliar o mesmo material.
Os métodos também empregam diferentes meios de estabelecer contato de material
de célula, variando de contato direto a incorporar espacadores permeaveis de agar,
dentina ou filtros moleculares, usando extratos de material ou material particulado. Um
dos métodos mais utilizados, segundo o autor, é o método de sobreposicao de agar,
cujo objetivo é detectar a citotoxicidade aguda de componentes através de testes
diretamente no material solido e testes em extratos do material. O material de teste
colocado em contato com a superficie de uma camada de agar sobrepondo uma
monocamada de células de fibroblastos de camundongo (L929) que sdo coradas com
corante vital vermelho neutro. ApGs 24 h de incubacéo, a presenca de substancias
lixiviaveis e téxicas manifesta-se pela perda de corante das células dentro da zona de
difusdo das substancias soluveis que se libertam das amostras. A lise das células
ocorre dentro da zona se a concentracdo das substancias toxicas difusas for alta o
suficiente. A resposta citotoxica € relatada em termos de um indice de resposta
baseado no tamanho da difusdo como visto por uma zona descolorada (indice de zona
0-5) e a porcentagem das células dentro das zonas que s&o lisadas (indice de Lise 0-
5). O teste pode ser invalidado por varias condicOes artefatuais. Estes podem ocorrer
devido a condi¢bes inadequadas de incubacédo (temperatura, pH), liberacdo de

compostos volateis de materiais sélidos ou falta de protecéo das células coradas da
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luz. O corante vital vermelho neutro pode ser ativado pela luz ambiente para se tornar
citotoxico por si. O ensaio de sobreposicao de agar requer o uso de um material toxico
conhecido e um material ndo toxico conhecido em cada placa. O cloreto de polivinila
contendo acetato de dibutilamina é sugerido como controle positivo e polietileno de
alta densidade como controle negativo. As monocamadas de células levam cerca de
24 h para se tornarem confluentes. O teste requer cerca de 1 hora de preparac¢do, um
periodo de incubacao de 24 h e, dependendo do numero de placas, cerca de 15-30
min para registrar o indice de resposta. Bastante facil de executar, e os resultados séo
reprodutiveis dentro do mesmo laboratério. Um problema geral na comparacdo dos
resultados obtidos com os varios métodos é avaliar a concentracdo e a identidade das
substancias as quais as células estdo expostas. A relacdo entre a area superficial da
amostra e o volume do meio de cultura celular € um parametro critico na maioria dos
testes. A caracterizacdo dos componentes dissolvidos ou produtos de degradacéo
melhoraria substancialmente o valor a longo prazo dos resultados. O autor concluiu
seu texto afirmando que testes de toxicidade de materiais odontolégicos por meio de
métodos de cultura celular tém sido considerados bastante simples, reprodutiveis,
custo-efetivos relevantes e adequados como uma alternativa para experimentos com
animais, fortemente indicados para o rastreio de toxicidade de novos materiais,
identificacdo de substancias citotoxicas e apropriado para o controle de qualidade
biolégica de lotes de producao.

Weenberg, em 1988 (WEENBERG, 1988) descreveu a técnica do
filtro milipore para o teste de materiais odontolégicos. O autor definiu o teste como
sendo um sistema de ensaio baseado no contato indireto de material celular, onde as
células alvo crescem em um lado de um filtro molecular e a amostra de teste é
colocada em contato com o outro lado do filtro. Descreveu a técnica de cultivo de
células epiteliais humanas (HelLa) ou fibroblastos de camundongo (L929) sobre a
superficie dos filtros da seguinte maneira: células cultivadas com meio de cultura
(MEM) suplementado com 5% de soro fetal bonino e contendo 1 x 10 ~ Ul / 1 de
penicilina e 100 mg / 1 de estreptomicina. Os discos de filtro Millipore de 47 mm de
didmetro, com tamanho de poro de 0,45 nm, foram colocados no fundo de placas de
cultura. Um anel de teflon (diametro interno de 40 mm) foi colocado no topo de cada
filtro para impedir que ele se mova no meio liquido. As células das culturas foram
colhidas e suspensas em meio fresco para uma concentracao celular que resultou em

uma monocamada celular confluente quando cada filtro que foi coberto com 6 mL da
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suspensao celular e as placas foram incubadas por 24 h a 37 ° C. Volumes iguais de
agar e DMEM de Eagle (2 X) foram misturados e imediatamente entregues a pratos
de cultura vazios, 5 mL por prato. O meio foi deixado solidificar a temperatura
ambiente. O filtro millipore com a monocamada celular aderente foi lavado uma vez
com solucéo salina tamponada com fosfato (PBS), pré-aquecido a 37 ° C e colocado
na superficie do meio de agar, com a célula voltada para baixo. As amostras de teste
foram colocadas em cima do filtro e a placa foi incubada por um periodo adicional de
2 h. Se a insergéo da placa de cultura for usada, o meio de cultura foi removido e a
camada de células no filtro foi lavada uma vez com PBS, pré-aquecida a 37 C. A
agarose tipo I-IV (3%) foi derretida e mantida em 40° C. Volumes iguais de agarose e
DMEM de Eagle (2 x) foram misturados e a placa preenchida com o meio de agarose
liguido nivelado com a borda do anel de poliestireno. A agarose tipo |-V possui um
ponto de gel de 36°C na concentracdo de solucdo de 1,5% e substitui o agar para
evitar lesdes térmicas nas células. O meio de agarose foi deixado solidificar a
temperatura ambiente. A placa virada de cabeca para baixo e uma amostra de teste
colocada em cima do filtro. O dispositivo foi entdo incubado por um periodo adicional
de 2 h. As amostras de teste devem ter uma area de superficie plana e uniforme para
garantir contato adequado com o filtro. Materiais viscosos, ou materiais em p0, foram
inseridos em veiculos inertes, anéis de vidro ou anéis de borracha de silicone, para
manter a area de contato do material celular sob controle. O liquido foi absorvido em
um disco de celulose colocado no filtro. No final do periodo de 2 h escolhido para o
contato com o material da célula, as amostras de teste foram removidas e o filtro com
células aderentes suavemente afrouxado da camada de &gar e lavado uma vez com
PBS.O filtro com a camada celular foi corado Hematoxilina e Miosina. O filtro com a
camada celular aderente foi entdo incubado para demonstracdo citoquimica da
atividade da succinato desidrogenase. Apos um periodo de incubacédo de 3 ha 37 °
C, os filtros foram enxaguados em agua destilada e deixados secar ao ar. Os filtros
secos foram examinados macroscopicamente e a intensidade da mancha de cada
area de contato da amostra comparada com a mancha de fundo. Para estudos
microscoépicos das células coradas com enzimas, o filtro seco foi cortado em pedacos
apropriados que se tornaram transparentes em xileno e montados em laminas com a
camada de células voltada para a cobertura. Os autores ndo observaram diferencas
nos padrbes de atividade enzimatica entre as varias enzimas testadas. Verificaram

que o material induz a coloracdo 'ndo enzimatica' neste sistema de teste e que foi
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cimento de policarboxilato recém-misturado. A morfologia celular foi bem preservada
e a Unica indicacdo da influéncia nociva do cimento de silicato foi o inchaco e a
disseminagdo cromossdmica das células na mitose causada pelas caracteristicas
hipotdnicas do cimento. Entdo concluiram que o método do filtro millipore é um teste
de citotoxicidade independente do estado fisico do material de teste. Materiais solidos,
semi-solidos e liquidos podem ser testados. As células alvo sédo cultivadas em uma
fina membrana permeével e o contato do material celular é estabelecido através da
membrana. Isso aumenta a possibilidade de que todos os componentes lixividveis do
material de teste cheguem as células alvo, incluindo substancias que nao séao soltveis
em agua.

Zheng e Audus, em 1994 (ZHENG, AUDUS, 1994), utilizaram culturas
primarias de células epiteliais bucais de hamster para investigar a potencial
citotoxicidade da clorexidina e da N em suspensao ou solucdo. Os materiais a serem
testados foram preparados da seguinte maneira: Todas as solucdes e suspensdes de
digluconato de clorexidina e N foram feitas em meio de cultura sem soro. Uma solugéo
de digluconato de clorexidina a 20% foi primeiro preparada a 0,1% em agua destilada
e depois diluida em meio para as concentracdes desejadas. A N foi dissolvida em
dimetilsulféxido (DMSO) antes de diluir no meio. A concentracgéo final de DMSO foi
inferior a 3% nas experiéncias e nao foi diretamente citotdxica na concentracédo usada.
As suspensodes de N foram feitas suspendendo diretamente a N no meio de cultura.
As solucdes e suspensdes de N foram preparadas imediatamente antes dos testes de
citotoxicidade. Para o teste de MTT, as células epiteliais bucais de hamster foram
plaqueadas com densidade de 1-2 x 10° células / cm? em placas de 96 pocos por 5
dias antes do ensaio de MTT. As monocamadas celulares foram lavadas com PBS de
Hank antes e depois de serem expostas a 0,1 mL de solu¢gbes ou suspensodes de
clorexidina ou N por 1 h. As células foram entéo cultivadas em 0,1 mL de meio de
cultura contendo 10 pl de solugédo-mée de MTT (5 mg/ mL em pH 7,4 PBS) a 37 ° C.
Apoés 4 h, 0,1 mL de isopropanol acido (HCI 0,04 N em isopropanol) foi adicionado aos
pocos e incubado durante a noite a temperatura ambiente para dissolver os cristais
azuis escuros produzidos pelas células vivas. As mudancas de cor foram
determinadas a partir de mudancas na absorvancia a 540 nm, utilizando um leitor de
microplacas. Os poc¢os sem células tratados exatamente como 0s po¢os contendo
células serviram como controles em branco. Para o teste de contagem de unidades

formadoras de col6nias, as células foram plaqueadas em 1 x 10° células/poco em
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placas de 6 pocos e incubadas por 20 h antes do tratamento. Uma aliquota de 1 mL
de uma solucéo de clorexidina ou suspensao de N foi adicionada a cada poco por 1
h. Apés a incubacao, cada poco foi lavado duas vezes com PBS de Hank. As células
foram ent&o incubadas em meio de cultura contendo fator de crescimento epitelial (10
ng/mL) por 7 dias antes da lavagem e fixagcdo em formalina a 10%. As células foram
coradas com violeta de cristal aquoso a 1%. A citotoxicidade foi determinada pela
contagem das colonias formadas nos pocgos tratados com medicamentos versus
aquelas formadas nos pocos livres de drogas. Os tempos de exposi¢céo das células a
clorexidina ou a N foram de 5 ou 60 min, para o ensaio de MTT e somente foi testado
o tempo de 1 h de exposicdo para o teste de unidades formadoras de colénia. Em
ambos os testes tanto a clorexidina quanto a N demonstraram maior citotoxicidade em
maiores concentracbes das drogas e no caso do MTT, o aumento no tempo de
exposicao aumentou a citotoxicidade. Os efeitos das solucdes de N na viabilidade das
células epiteliais bucais de hamster apdés um contato de 1 h diminuiram quase
linearmente com solu¢des de N variando de 50 a 200 pg / mL (0,005-0,02%). Foi
necessario cerca de 110 pg / mL (0,011%) de N para reduzir a viabilidade em 50%. A
suspensao de N foi testada no teste de unidades formadoras de colbnias e verificou-
se qual a dose necessaria para inibir em 50% ou o desenvolvimento dessas unidades
foi muito superior para a suspensédo do que para a solucéo de N (634 ug / mL versus
0.00076 pg / mL). A conclusédo dos autores foi que a citotoxicidade de substancias
como drogas testadas foi tempo e concentracdo dependente: os tempos de exposi¢cao
e as concentracdes mais baixas eram geralmente ndo téxicas para as células. A
citotoxicidade da suspenséo de N em células epiteliais bucais de hamster foi 8,3 vezes
menor que a de solucéo de N e 39,6 vezes menor que a de clorexidina.
DeVengencie et al., em 1997 (DEVENGENCIE et al.,, 1997),
descreveram como caracteristicas de um adesivo ideal para proteses: pH neutro ou
ligeiramente basico, toxicidade minima para a mucosa oral e resisténcia adesiva
satisfatoria por 12 a 16 h. Com base nisso, selecionaram trés marcas de adesivos
para proteses disponiveis no mercado (FixodentFresb, Procter and Gamble,
Cincinnati, OH; Super Poli Crip, BlockDrug, lersey City, N|; e Super Wernet's,
BlockDrug, Jersey City, NJ) e um complexo carboidrato de manose (Acemannan,
CarringtonLaboratories, Irving, TX) in vitro para determinar diferencgas significativas
em pH, citotoxicidade e resisténcia da unido adesiva. Para avaliar as amostras de pH

de cada material (n = 5) foram pesadas e misturadas com agua deionizada (1 g/ 2
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pumL, solucéo a 5%) até formar um gel uniforme e realizar diluicbes até 3,3%, 2,5%,
2%, 1,3% e 1%, sendo a agua deionizada um controle. O pH foi medido de forma cega
usando um eletrodo de pH de vidro com uma ponte de sal e um medidor de pH pH-
50. A avaliagdo da citotoxicidade foi realizada usando o ensaio colorimétrico MTT in
vitro, que mede a atividade da desidrogenase mitocondrial, por ser amplamente
aceito, confiavel e sensivel para medir a viabilidade celular, bem como a avaliacéao
quantitativa da compatibilidade entre células e biomateriais. Os autores explicaram
que nareacdao in vitro, células viaveis reduzem o sal de tetrazolio MTT para formazan.
O formazan é azul e insoluvel, portanto, precipita nas mitocondrias. Quando a reacao
estd completa, ocorre uma mudanca de cor de amarelo para azul, e o grau de
transformacéo é diretamente proporcional a reacdo enziméatica do sal de tetrazdlio. O
produto MTT-formazan cristalino € dissolvido por dimetilsulfoxido antes da
espectrofotometria. Um espectrofotdmetro é usado para ler a densidade Optica da cor
azul em aliquotas a 550 nm. A densidade Optica € proporcional a atividade
mitocondrial e ao nimero de células viaveis e comparam-se culturas controle nas
quais nenhuma substancia é adicionada ao meio de cultura, com culturas que
entraram em contato com possiveis substancias téxicas. A toxicidade é expressa
como uma porcentagem do produto da reacdo azul em relacdo ao controle
(intensidade maxima azul). Os autores utilizaram fibroblastos gengivais humanos (n =
6 culturas por grupo) cultivados em placas de Petri em 10 mL de RPMI-1640-L-
glutamina suplementada com 100 unidades/mL de penicilina e estreptomicina e soro
fetal bovino a 10%. As culturas foram mantidas a 37°C, 5% de CO2, com 95% de ar
e umidade saturada. Apés incubacdo das culturas de estoque por 2 semanas em
placas de Petri, 0 meio foi removido e cada placa foi lavada 3 vezes com 10 mL de
solugcdo salina tamponada com fosfato (PBS) para remover o excesso de meio.
Tripsina (10% em PBS) foi entdo aplicada para desagregar as células das placas, o
que foi verificado com microscopia éptica. As suspensoées celulares foram colhidas e
centrifugadas e a seguir contadas em camara de Neubaurer. Uma suspensao de
células de 2 mL foi adicionada a cada poco de uma microplaca de 12 pocos
produzindo 25.000 células por poco e incubadas de 24 h. Cada adesivo de proteses
foi colocado a uma concentracdo de 1% em 2 mL de meio fresco nos pogos das
microplacas (0s pogos de controle receberam apenas meio fresco).Essa solucao foi
usada com base em estudos preliminares que indicaram que a viscosidade da solucao

a 1% nao interferem com a subsequente penetragdo da solucdo de MTT nas células
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ou mitocéndrias. Estas solu¢cdes foram incubadas por 3, 6, 12 e 24 h, respectivamente,
a 37°C, contendo sextuplicatas para os controles e para cada material em cada
momento. Apds cada periodo de incubacgdo, o sobrenadante do meio de cultura foi
removido e os pogos foram lavados trés vezes com 2 mL de PBS e 2 mL de solugéo
de MTT. Os resultados do estudo de Lavegencie demonstraram que o Super PollGrip
e 0 Super Wernet permaneceram acima do pH critico para a hidroxiapatita (pH 6,5)
durante o estudo, enquanto Acemannan e FixodentFresh permaneceram abaixo
desse pH. FixodentFresb exibiu citotoxicidade significativa para os fibroblastos
gengivais humanos. Acemannan demonstrou uma forca adesiva meédia geral
significativamente maior nas condi¢cdes orais secas e simuladas. O desempenho
geralmente favoravel in vitro do material Acemannan em compara¢cao com o adesivo
dentario disponivel comercialmente. As formula¢cdes indicam que carboidratos
complexos podem ser adesivos eficazes para proteses.

Segundo a norma ISO 10993-5, de 2009 (INTERNATIONAL
STANDARDS ORGANIZATION, 2009), devido a aplicabilidade geral dos testes de
citotoxicidade in vitro e seu amplo uso na avaliacdo de uma grande variedade de
dispositivos e materiais, o teste mais apropriado deve ser selecionado. Trés categorias
de teste foram listadas: teste de extrato, teste de contato direto, teste de contato
indireto. A escolha de uma ou mais dessas categorias depende da natureza da
amostra a ser avaliada, do local, potencial de uso e da natureza do uso. Esta escolha
determina os detalhes da preparacdo das amostras a serem testadas, a preparacao
das células em cultura e a maneira como as células sdo expostas as amostras ou
seus extratos. Para a avaliacdo da toxicidade existe: avaliagbes de danos celulares
por meios morfoldgicos, medicdes de dano celular, medi¢cdes do crescimento celular,
medicbes de aspectos especificos do metabolismo celular. Para a realizacdo dos
testes existe o controle positivo. O objetivo do controle positivo € demonstrar uma
resposta apropriada do sistema de teste. Veiculo de extracdo em branco que nao
contém a amostra para ensaio, retido num recipiente idéntico ao que alberga a
amostra a testar e sujeito a condi¢Oes idénticas aqueles a que a amostra € submetida
durante a extracdo. O propésito do branco € avaliar os possiveis efeitos de confuséo
devido ao processo de extracdo, veiculo e extracdo. O controle negativo que néo
produz uma resposta citotoxica. As condicdes de extracdo das amostras a serem
testadas devem tentar simular ou exagerar as condicdes de uso clinico, a fim de

determinar o potencial risco toxicolégico sem causar mudancas significativas na
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amostra de teste, como fuséo, ou qualquer alteracdo na estrutura quimica, a menos
que € esperado durante a aplicacdo clinica. O material usado para o veiculo de
extracdo pode ser: meio de cultura com soro; solucao salina fisiolégica; outro veiculo
adequado. A escolha do veiculo deve refletir o objetivo da extragdo. O meio de cultura
com soro é o veiculo de extracdo preferido. O uso de meio de cultura com soro é
preferido para a extracdo devido a sua capacidade de suportar o crescimento celular,
bem como extrair substancias polares e ndo polares. Além do meio de cultura com
soro, a utilizacdo de meio sem soro deve ser considerada para extrair especificamente
substancias polares (por exemplo, compostos iénicos). Outros veiculos adequados
incluem agua purificada e dimetilsulfoxido (DMSQO). O DMSO é citotoxico em sistemas
de ensaio selecionados em mais de 0,5% (fracdo volumétrica). A concentracdo de
exposicdo celular dos extraiveis em DMSO serd menor devido a maior diluicdo em
comparacao com a extracdo em meio de cultura com soro. O teste de contato direto
das amostras permite avaliacdo qualitativa e quantitativa da citotoxicidade. A
avaliacdo quantitativa da citotoxicidade é preferivel. Avaliacdo quantitativa: Medir
morte celular, inibicdo do crescimento celular, proliferacdo celular ou formacéo de
colénias. O numero de células, quantidade de proteina, libertacdo de enzimas,
libertacdo de corante vital, reducdo de corante vital ou qualquer outro parametro
mensuravel pode ser quantificado por meios objetivos. A medida e resposta objetivas
devem ser registradas no relatério de ensaio. A reducédo da viabilidade celular em mais
de 30% é considerada um efeito citotoxico. Outros critérios, incluindo diferentes
pontos de corte ou uma relacdo aceitavel de resultado de teste para controle, devem
ser justificados para linhas de células alternativas ou construcbes de tecido de
multiplas camadas. Para a andlise dos resultados pode ser utilizado teste de
citotoxicidade MTT. Para o experimento células semeadas em placas de 96 pocos e
mantidas em cultura durante 24 h (1 periodo de duplicacdo) para formar uma
monocamada semi-confluente. Eles sdo entdo expostos ao composto de teste ao
longo de uma gama de concentracbes. Apds 24 h de exposicédo, a formacdo de
formazan € determinada para cada concentracao de tratamento e comparada com
aquela determinada em culturas de controle. Para cada tratamento, a percentagem
de inibicdo do crescimento é calculada.

Os objetivos do estudo de Zager, 2000 (ZAGER, 2000), foram os
seguintes: (1) testar se a incorporacdo de N em uma formulacéo lipossémica reduz

com sucesso sua citotoxicidade tubular proximal; (2) avaliar a toxicidade tubular
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relativa das formulacdes de N lipossdbmica versus anfotericina B lipossémica; (3)
porque se acredita amplamente que a insuficiéncia renal aguda clinica possui uma
base multifatorial (isto é, resultante de insultos renais combinados nefrotéxicos e
isquémicos) verificar o0 grau em que as varias preparacdes de polieno afetam a
resisténcia das células tubulares renais ao ataque isquémico toxico ou simulado
sobreposto; (4) dado que os lipossomas podem liberar seus polienos na circulacao
sistémica e / ou dentro dos alvos celulares (por exemplo, no figado e nos rins),
determinar a toxicidade relativa da N nao lipossémica contra a anfotericina B; e (5)
porque os polienos se ligam ao colesterol dentro da membrana plasmatica, verificar
se essa ligacao leva a alteracfes secundarias no colesterol da membrana celular e no
conteudo de fosfolipidios. Para os testes foi utilizado segmento de tabulos proximais
(PTS) de camundongo isolados e preparados e células de tubulo proximal humano
(HK-2). O PTS e HK-2 foram expostas a N tradicional (N-3503; Sigma Chemicals, St
Louis, MO), N lipossébmica (Nyotran; Aronex Pharmaceuticals), anfotericina B
liposs6mica no uso clinico atual (Abelcet; Liposome Co, Princeton, NJ; e AmBisome;
Fujisawa USA, Deerfield, IL) com 0, 4, 16 e 64 pyg/mL. Todos os valores foram
expressos como média, as comparacoes estatisticas foram realizadas pelo teste t de
Student, o significado estatistico foi julgado como P < 0,05. Apesar da capacidade de
reduzir as propor¢cdes ATP e ATP-ADP, nem a nistatina nem o Nyotran causaram
leséo celular letal, avaliada pela falta de aumento da liberacdo de LDH. Nyotran e as
duas formulacdes lipossomicas de anfotericina B (Abelcet, AmBisome) causaram
reducdes modestas nas propor¢cdes ATP-ADP em comparacdo com o0s controles
coincidentes (P < 0,001 a 0,03), nenhum dos agentes causou citotoxicidade evidente,
avaliado pela liberagdo de LDH. Nenhuma das preparagdes lipossdGmicas causou
lesdo celular letal (N lipossbmica e anfotericina lipossdmica). Em relacdo a
citotoxicidade as depressfes foram de aproximadamente 25% e 50% pior com a
anfotericina B em comparagdo com o tratamento com N. Tanto a N quanto a
anfotericina B aumentaram o0s niveis de ceramida. Apesar da visdo clinica
predominante de que N é substancialmente mais citotoxica que a anfotericina B, no
estudo, aparentemente a N € menos citotéxica que a anfotericina B. A toxicidade
tubular mediada por polieno pode ser substancialmente atenuado pela incorporagéo
lipossémica. Apesar da formulacdo lipossémica poder diminui acentuadamente a
citotoxicidade direta do polieno, isso ndo se equipara necessariamente a seguranca

em relacao ao desenvolvimento de lesdo tubular aguda.
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Santos et al., 2010 (SANTOS et al., 2010), relatou a citotoxicidade in
vitro de MPs de silicio mesoporoso (PSi) nas células Caco-2 como funcao das fracdes
granulométricas (1,2—75 Im), concentracao das particulas (0,2—4 mg ml 1) e incubacéo
nos tempos (3, 11 e 24 h). O tamanho das particulas (particulas menores de PSi
apresentaram maior citotoxicidade) e a superficie de tratamento quimico das MPs de
PSi foi considerado o fator chave na toxicidade. Esses efeitos foram significativos apos
0s tempos de exposicdo de 11 e 24 horas e foram explicados por interagcdes de
particulas envolvendo rupturas mitocondriais resultantes da deplecdo de ATP e
oxigénio reativo producao de espécies induzida pela superficie do PSi. Esses eventos
induziram ainda um aumento na apoptose celular e consequente dano celular e morte
celular de maneira dependente da dose e em funcdo do tamanho da particula. Esses
efeitos foram, no entanto, menos pronunciados com particulas de PSi oxidadas
termicamente. Debaixo nas condi¢cdes experimentais testadas e com granulometria>
25 Im, a concentracdo limiar ndo toxica para particulas de PSi termicamente
hidrocarbonizadas e carbonizadas foi <2 mg ml 1, e para particulas termicamente
oxidadas. As MPs de PSi eram <4 mg ml 1.

A seguranca biologica dos adesivos para proteses removiveis na
aplicacao clinica deve ser explorada. O estudo de de Gomes e colaboradores (DE
GOMES et al., 2011) teve como objetivo contribuir para a compreensao do perfil de
citotoxicidade de adesivos para préteses, por meio de testes com células cultivadas
in vitro. Dez adesivos comercialmente disponiveis, sendo nove formulacdes sollveis
(seis cremes e trés pos) e um produto insoluvel (almofada adesiva), foram analisados
em relacdo ao perfil de citotoxicidade em ensaios diretos e indiretos usando
fibroblastos de camundongo (células L929). No ensaio direto, as células foram
semeadas sobre a superficie dos materiais que foram previamente hidratados com
meio de cultura e mantidos a 37 °C a 5% de CO2 no fundo de placas de cultura de 96
orificios até se obter um espesso gel adesivo (5%, creme; 2,5%, pé e almofada
adesiva). Foram encubadas por 12 h. Os controles foram culturas celulares realizadas
em placas de cultura de poliestireno padrao. No ensaio indireto, as células foram
cultivadas na presenca de extratos dos adesivos preparados em condi¢des estatica e
sob agitacdo mecéanica (0,5 a 2%, creme; 0,25 a 1%, po e pastilha). A mistura foi
incubada a 37 ° C em uma atmosfera de 5% de COz2/ar por 12 h. O meio de extragéao
foi esterilizado por filtro e testado ndo diluido e diluido. Os fibroblastos L929 foram

semeados em placas de cultura de 96 pogos (100 uL; 3 x 10% células mL — 1 x 104
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células cm2) e cultivadas por 24 h para permitir a ligacéo celular. Depois disso, 0 meio
foi removido e os extratos foram adicionados a camada celular aderente. Culturas
expostas aos extratos preparados em condi¢fes estaticas foram cultivadas por 12 h.
Culturas expostas aos extratos obtidos sob agitacdo continua foram cultivadas por 6,
12, 24 e 72 h. As culturas celulares realizadas em placas de cultura de poliestireno
padréao e foram usadas como controle. A toxicidade celular foi avaliada, em ambos os
ensaios (direto e indireto), quanto a viabilidade celular/proliferagéo (ensaio MTT - 0.5
mg mL-1, 64/5000, durante as ultimas 3 h do periodo de cultura testado, lido a 600
nm) e morfologia celular (observacéo da organizacéo do citoesqueleto de actina F por
microscopia confocal de varredura a laser. Para isto, as culturas expostas aos extratos
adesivos preparados sob agitacdo foram fixadas com formaldeido a 4% isento de
metanol, permeabilizadas com Triton® a 0,1%, por 5 min a temperatura ambiente e
incubadas em 10 mg mL~! de albumina sérica bovina com 100 ygmL -1 de RNAse.
Apos isso, os filamentos de actina-F foram corados usando 488 faloidina conjugada
com Alexa-Fluor, 1: 100, 1 h, RT e nucleos foram contrastados com 10 ygmL -1 de
iodeto de propidio, 10 min. A fluorescéncia foi visualizada pelo microscopio confocal.
Trés experimentos independentes foram realizados. No ensaio MTT, seis réplicas
foram instaladas em cada condicdo. O efeito dos adesivos para proteses dentarias na
viabilidade/proliferacdo celular € expresso como uma porcentagem de culturas de
controle. As diferencas estatisticas entre o controle e as culturas expostas aos
adesivos foram analisadas pelo teste t de Student (a = 0,05). O contato direto dos
fibroblastos L929 com os géis adesivos ndo causou, Ou causou apenas uma pequena
diminuicdo na viabilidade celular/proliferacdo. Os extratos adesivos (especialmente
agueles preparados em condi¢cdes dindmicas) causaram inibicdo do crescimento de
fibroblastos significativamente maior e, além disso, causaram efeitos dependentes de
dose e tempo, durante o periodo de exposicéo de 6, 12, 24 e 72 h. Além disso, efeitos
dependentes da dose na morfologia celular, com evidente ruptura da organizagéo do
citoesqueleto de F-actina, foram observados na presenca dos mais aderentes. Os dez
adesivos testados neste estudo - seis cremes, trés pos e uma pastilha insoluvel -
mostraram diferentes graus de citotoxicidade sobre células L929 de fibroblastos, mas
perfis citotoxicos similares dependentes da dose e do tempo, avaliados por ensaios
diretos e indiretos. Assim, a comparacao do comportamento celular observado sobre
0 gel adesivo e na presenca dos extratos, preparados em condicOes estaticas e

dindmicas, mostrou que o espesso gel polimerizado apresenta baixo potencial
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citotoxico, mas o fluido de extracdo contendo produtos lixiviados, e resultante de a
guebra do adesivo revelou maiores efeitos citotéxicos no modelo in vitro testado.

Wang et al., em 2013 (WANG et al., 2013), avaliaram a citotoxicidade
in vitro do poli (propileno fumarato) (PPF). O PPF é um polimero biodegradavel
alifatico que foi bem caracterizado para uso em esqueleto de suporte de tecido 0sseo.
Quatro diferentes tipos celulares, células-tronco mesenquimais humanas (hMSC),
fibroblastos (L929), pré-osteoblastos (MC3T3) e células-tronco mesenquimais caninas
(cMSC), foram utilizados para avaliar a citotoxicidade do PPF. Estes tipos de células
representam os tecidos com os quais o PPF interagiria in vivo como um suporte de
tecido 6sseo. As células foram cultivadas em meio de cultura (DMEM) + 10% de soro
fetal bovino +penicilina e estreptomicina. O cultivo e proliferagdo celular foram
realizados seguindo a norma ISSO 10993-5. As células foram plaqueadas e os testes
se iniciaram quando atingiram confluéncia de 80%. Foram realizados testes de contato
direto, indireto e de extrato. Para o teste de contato direto, apds as células serem
plagueadas e formar uma monocamada celular no fundo da placa, o material a ser
testado é colocado no meio de modo que exista uma interacao fisica com as células.
A citotoxicidade foi avaliada usando ensaio XTT e imagem de fluorescéncia. Os
resultados mostraram que o PPF suportou atividades metabdlicas celulares
semelhantes de hMSC, L929, MC3T3 e cMSC em comparacdo ao controle ndo
citotéxico, polietileno de alta densidade (HDPE) e foram estatisticamente diferentes
daqueles cultivados com o controle citotoxico, um filme de poliuretano contendo 0,1%
de zinco dietilditiocarbamato (ZCF). Os resultados mostraram diferentes respostas
celulares ao ZCF, o controle citotoxico. As células L929 apresentaram 0s menores
niveis de atividade metabdlica celular ap6s a exposi¢cdo ao ZCF em comparagdo com
0s niveis de atividade metabdlica celular das células MC3T3, hMSC ou cMSC. A
verificacdo qualitativa dos resultados usando imagens de fluorescéncia néo
demonstrou alteracdo na morfologia celular, vacuolizagdo ou descolamento quando
cultivadas com PPF em comparacdo com HDPE ou culturas de meios em branco.
Globalmente, a resposta de citotoxicidade das células ao PPF demonstrou ser
semelhante a resposta citotoxica das células a materiais ndo citotdxicos conhecidos
(HDPE).

Boros-Majewska et al., 2015 (BOROS-MAJEWSKA et al., 2015),
descreveu um novo ensaio in vitro que simultaneamente determina a eficiéncia

antifangica e a toxicidade das células hospedeiras usando suspensdes de células
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leucémicas humanas (HL-60) infectadas com C. albicans. O efeito da infec¢do por
Candida na viabilidade das células hospedeiras foi avaliada pela microscopia de
células coradas com azul de tripano e atividade da lactato desidrogenase (LDH). O
ensaio de poténcia da droga in vitro utilizou o Cell Counting Kit-8 e viabilidade do
tratamento pds-antifungico medido de células HL-60 infectadas por Candida e a
capacidade do tratamento antifingico para prevenir a infeccdo. Atividade de LDH
mostraram que 42% e 85,3% das células HL-60 foram mortas apds a infeccao por
Candida na multiplicidade de infeccdo (MOI) de 1: 1 e 1: 5, respectivamente. A N
antifangica inibiu a infeccdo por C. albicans, como visto pela viabilidade
significativamente aumentada das células HL-60. A citotoxicidade da N em relacdo as
células HL-60 infectadas foi evidente em algumas concentracfes e isso também foi
confirmado pela coloracdo com iodeto de propidio. O ensaio foi desenvolvido com
sucesso para avaliar a seletividade da terapia antifungica em ambiente host-Candida
representando um método promissor para testar interacbes de compostos
antifingicos com células fungicas e hospedeiras.

O objetivo do estudo de Lee e colaboradores (LEE et al., 2015) foi
comparar a citotoxicidade de quatro adesivos para proteses removiveis em creme
(Polident, Protefix, Staydent e Denfix-A) em células de fibroblastos gengivais humanos
-1 (HGF-1, ATCC CRL-2014). A cultura destas células foi realizada em meio DMEM
complementado com 5% de soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina, 100 mg/mL de
estreptomicina e HEPES 10 mM. As culturas foram mantidas a 37 °C numa atmosfera
humidificada de 5% de CO2. O efeito dos adesivos sobre a viabilidade de células HGF-
1 foi analisado por ensaio MTT, avaliacdo de apoptose por citometria de fluxo e pela
morfologia celular em microscopia eletronica de varredura (MEV). Para o primeiro
teste, HGF-1 foram semeadas a densidade de 1 X 10° células/poco em placas de 24
pocos. Apos incubacao durante 24 h, o meio foi removido e 2 mL de meio novo foram
adicionados a cada poco. A seguir, os adesivos foram colocados dentro de
membranas transfiltro que foram colocadas dentro de cada po¢co de modo que as
concentracgdes diluidas destes no meio de cultura fossem de 10% (peso/volume). As
placas foram incubadas por 48 h. Em seguida, 5 pL de reagente MTT [3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio] diluido em uma relagédo de 1:20 com meio de
cultura foi adicionado a todos os pocos e incubada por 3 h. Em seguida, 2 mL de
dimetilsulféxido foram adicionados em todas 0s pocgos e as placas foram protegidas

da luz por 20 min a temperatura ambiente. Um espectrofotdmetro foi usado para ler
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a densidade Optica do precipitado. Para o ensaio de apoptose por citometria de fluxo,
as células foram cultivadas em placas de cultura de 6 pocos a uma densidade de 4 x
105 células/pogo. Apés uma incubacao de 24 h, o meio foi removido e 2 mL de meio
de cultura novo foram adicionados a cada poco. A seguir, os adesivos foram colocados
dentro de membranas transfiltro que foram colocadas dentro de cada poco de modo
que as concentracdes diluidas destes no meio de cultura fossem de 10%
(peso/volume). As placas foram incubadas por mais 48 h. As células foram coletadas
por tripsinizagédo (0,05% de tripsina-EDTA), e lavadas uma vez com soro fisiolégico
tamponado com fosfato (pH 7,4). Posteriormente, as células foram tratadas com
Anexina V-FITC e PI KIT. As amostras foram analisadas num citdmetro de fluxo com
separador de células ativadas por fluorescéncia. Entdo foi realizada andlise da
morfologia celular por microscopia eletrénica de varredura. Para isso as células foram
semeadas em uma densidade de 4 x 10° células/pogco em placas de 6 pocos. Apos
uma incubacao de 24 h, o meio foi removido e meio de cultura novo foi adicionado a
cada poco. A seguir, os adesivos foram colocados dentro de membranas transfiltro
que foram colocadas dentro de cada po¢co de modo que as concentracfes diluidas
destes no meio de cultura fossem de 10% (peso/volume).As placas foram incubadas
por mais 48 h. No final do periodo experimental, os pocos foram removidos e
preparados para o MEV. As células foram pré-fixadas durante a noite por 2,5% de
GTA + 2% de PFA em PBS (pH 7,2) a 4° C e foram lavadas com o PBS durante 10
min trés vezes. As células foram fixadas com tetréxido de 6smio a 1% por 90 min e
lavadas com agua destilada terciaria por 10 min trés vezes. As células foram
desidratadas de um modo passo a passo por uma série de incubacdo em
concentragdes crescentes de etanol: 70% (15 min), 80% (15 min), 90% (15 min), 95%
(15 min), 100% (15 min), 100% (15 min) e 100% (20 min). Os espécimes foram secos
ao ar durante a noite e revestidos por aspersdo com ouro paladio por 20 mA durante
30 s duas vezes e observados sob um S-4700 FESEM a uma voltagem de aceleracéo
de 15,0 kV e uma distancia de trabalho de 12 mm. Uma imagem representativa dos
espécimes de cada grupo em 200 x de ampliacdo foi usada para a analise. Para
analise estatistica foram criadas triplicatas para cada condigcéo. Diferencas estatisticas
entre controle e as culturas expostas foram analisadas por ANOVA (SPSS 16.0 para
Windows). A analise de Duncan foi usada para analise post-hoc (a = 0,05). O ensaio
MTT mostrou que todos os adesivos para proteses dentarias resultaram em uma

viabilidade celular significativamente menor em comparacdo com as células controle
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(p<0,05), com Staydent demonstrando a menor viabilidade celular. De acordo com o
ensaio de citometria de fluxo, Staydent e Protefix mostraram taxas de apoptose
significativamente maiores do que o grupo controle (p<0,05), enquanto que o Polident
e o Denfix-A ndo apresentaram diferengas significativas (p>0,05) com o controle. A
microscopia eletrbnica de varredura mostrou que as células do grupo Staydent
sofreram retracdo da membrana citoplasmatica, com areas livres de células contendo
fragmentos residuais da membrana das células mortas. Os autores concluiram que 0s
quatro adesivos para proteses avaliados nesse estudo conferiram efeitos citotoxicos
em células de fibroblastos gengivais humanos, especialmente Staydent. Afirmaram
também que os cirurgifes dentistas devem aconselhar os pacientes a ndo os usar em
demasia em termos de quantidade e dura¢éo de tempo e que adesivos para proteses
contendo formaldeido ou ingredientes liberadores de formaldeido devem ser evitados

sempre que possivel.

2.4 TESTES DE CITOTOXICIDADE IN VITRO USANDO ENSAIOS DE REDUCAO
DE ENZIMA RESAZURINA E SAL DE TETRAZOLIO

O’Brien et al., 2000 (O’BRIEN et al., 2000) mostraram a identidade de
Alamar Blue® como resazurina (azul e nao fluorescente). Um FluoroskanAscent
(Labsystemsinternational) foi usado para medir a fluorescéncia do Alamar Blue® em
placas de 96 pocos com comprimentos de onda de excitacdo de 530 nm e emisséo
de 590 nm. Um TitertekMultiskan MC (FlowLaboratories) foi usado para medir a
absorbancia para o ensaio MTT a 550 e 690 nm. As células utilizadas foram
hepatocitos primarios de rato obtidos do figado de ratos machos derivados de Alderley
Park Wistar. As células foram examinadas em microscopio confocal. Testes com
varios téxicos mostraram acumulacdo do produto fluorescente de Alamar Blue® no
meio, o que poderia levar a uma superestimacao de populagéo celular. Além disso, a
extensa reducao do Alamar Blue® pelas células metabolicamente ativas levou a um
produto ndo fluorescente e, portanto, uma subestimacdo da atividade celular.
Qualquer que seja o responséavel pela reducédo do azul de Alamar ou da resazurina,
esse teste continuou sendo uma medicéo de viabilidade celular muito simples, rapida,
sensivel e precisa, desde que tomadas certas precaucdes. Os autores relataram a
necessidade de se verificar a reatividade cruzada do Alamar Blue® com qualquer

composto a ser testado, sem células no meio. Afirmam que a taxa de reducgéo pelas
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células em cultura também deve ser verificada paOra que as condi¢cdes para a
concentracdo de Alamar Blue® e o tempo de incubacdo sejam otimizados, a fim de
evitar a redugédo excessiva de Alamar Blue® na hidrorresorufina incolor e nao
fluorescente. O Alamar Blue® foi mais valioso como medida de ponto final para
citotoxicidade do que como medida cinética para monitorar o crescimento celular.

Hamid et al., 2004 (HAMID et al., 2004), compararam o desempenho
dos ensaios de viabilidade celular Alamar Blue® e brometo de 3- [4,5-dimetiltiazol-2-
il] -2,5-difenil-tetrazdlio (MTT) em um formato de alto rendimento. Um total de 117
farmacos escolhidos para a sua vasta gama de areas terapéuticas foi rastreado a 10
microM utilizando ambos os ensaios na linha celular de hepatoma humano HepG2.
Exceto a terfenadina e o astemizol, que tiveram um desempenho consistente em
ambos o0s ensaios, 0 ensaio de azul de alamar foi ligeiramente mais sensivel que o
ensaio de MTT para a maioria dos compostos. O ensaio MTT foi menos sensivel na
deteccdo de um efeito para daunorrubicina e trifluoperazina. Sete drogas, astemizol,
daunorrubicina, elipticina, flufenazina, terfenadina, tioridazina e trifluoperazina,
tiveram resultados de viabilidade percentual de 55% ou menos no ensaio de azul de
alamar. Estes foram refeitos em ambos o0s ensaios para reconfirmacdo da
citotoxicidade e determinacéo dos valores de EC50. Exceto pela daunorrubicina, os
valores de EC50 foram comparaveis nos dois ensaios. Com base nesses resultados
e na avaliacdo do fator da qualidade dos ensaios, ambos 0s ensaios forneceram
informacdes Uteis para identificar drogas citotdxicas in vitro nos estagios iniciais da
selecdo dos candidatos as drogas. No entanto, € necessaria uma interpretacao
cuidadosa dos dados devido a possibilidade de resultados falsos positivos ou
negativos causados por indutores e/ou inibidores de enzimas metabdlicas
responsaveis pela transformacéo dos pontos finais da toxicidade celular.

O estudo de Campanha et al., 2006 (CAMPANHA et al., 2006), teve
como objetivo avaliar a citotoxicidade de 6 resinas de reembasamento duras, em
tratamentos de banho-maria e de pds-polimerizacdo por micro-ondas. Os materiais
testados foram Tokuso Rebase Fast (TR), Ufi Gel Hard (UGH), Duraliner Il (D),
Kooliner (K), New Truliner (NT) e Light Liner (LL). Nove espécimes de cada resina
foram preparados em condi¢cdes assépticas. Um molde de ago inoxidavel com
compartimento separavel (10 mm de diametro por 1 mm de espessura) foi feito para
fabricar amostras das varias resinas. Cada material foi manipulado de acordo com as

instrucdes do fabricante e inserido no molde, que foi colocado em uma folha de acetato
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e uma placa de vidro. Outra folha de acetato e placa de vidro foram colocadas sobre
o material, e uma leve presséao foi aplicada para remover o excesso de material do
molde. A fotopolimerizacdo das amostras LL foi realizada com uma Unidade Bosworth
Light Cure pouco tempo (3 min) apds o inicio do processo de polimerizacdo. A resina
LL foi adicionalmente testada com um revestimento de barreira de ar (LLABC). Apos
a polimerizacdo, os espécimes foram separados dos moldes e as bordas foram
cuidadosamente alisadas. As amostras foram divididas em 3 grupos de teste. Grupo
1, as amostras ndo foram submetidas a nenhum tratamento pds-polimerizagédo. Grupo
2, as amostras foram pés-polimerizadas em forno de micro-ondas (Sensor Crisp 38,
Sistema de Emissado Dupla, Brastemp) em estado seco. Grupo 3, as amostras foram
pés-polimerizadas em banho-maria a 55°C por 10 minutos, seguindo a recomendacgéao
do fabricante do material D para reduzir o sabor do monomero. Os eluatos dos
materiais foram preparados colocando 3 discos em um frasco de vidro estéril com 9
ml do meio essencial minimo de Eagle (Instituto Adolfo Lutz), suplementado com
gentamicina a 80 mg / ml e soro bovino fetal (Instituto Adolfo Lutz), estes foram ent&o
incubados a 37°C por 24h. O meio sem discos também foi incubado como acima para
servir como controle negativo. Teste de citotoxicidade de Mossmann (MTT) e o teste
de proliferacdo de H-timidina foi realizado em fibroblastos de camundongos L-929. As
células foram plagueadas em placas de 96 pocos e apds 24 horas de fixacdo (a 37 °
C em uma atmosfera de 55 CO2 / 95% de ar), as células foram realimentadas com
meio fresco contendo eluatos apropriados ou meio de controle a uma concentragao
final de 1:1 (v:v). A andlise estatistica dos dados foi realizada por meio da analise de
variancia bidirecional (ANOVA) e teste de Tukey (a = 0,05) para determinar diferengas
na citotoxicidade com base no material e no tratamento pds-polimerizacdo. A extensao
da inibicdo da sintese de DNA foi calculada com base na comparacdo da
radioatividade incorporada nas culturas experimentais e nas culturas de controle. A
analise com ANOVA bidirecional indicou que os tipos de materiais e tratamentos pos-
polimerizagado tinham interagdes estatisticamente significativas (P < .05) na sintese de
DNA. Houve uma resposta inibitoria significativa das células produzidas pelos eluatos
UGH e D do grupo 1. Além disso, houve inibi¢cdo significativa da sintese de DNA nas
células expostas aos eluatos do grupo 3 das resinas TR, D, NT e LLABC e ao grupo
2 eluato das resinas K, D, NT, LL e LLABC. Os resultados da analise estatistica
mostraram que a citotoxicidade avaliada pelo ensaio MTT era dependente do tipo de

resina acrilica. Os eluatos dos discos das resinas NT, LL e LLABC produziram uma
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diminuicao significativa na viabilidade celular em comparacdo com o grupo controle.
Em concluséo, (1) os tratamentos pos-polimerizacdo por micro-ondas e banho-maria
nao tiveram efeito significativo na citotoxicidade dos materiais de resina, conforme
avaliado pelo ensaio MTT. (2) conforme avaliado pelo ensaio H-timidina, pds-polimero
os tratamentos de ionizacdo diminuiram significativamente a citotoxicidade do material
UGH, enquanto a citotoxicidade do material D permaneceu inalterada. (3) uma inibicao
significativa na proliferacéo celular (3H-timidina) foi observado para os materiais TR,
NT e LLABC apds o tratamento poOs-polimerizacdo em banho-maria e para 0s
materiais K, NT, LL e LLABC ap0és o tratamento pds-polimerizacéo por micro-ondas.
Como em qualquer ensaio de viabilidade, a otimizac&o e a avaliacédo
da compatibilidade devem ser realizadas para cada modelo de célula. O objetivo da
revisdo de literatura de Rampersad, 2012 (RAMPERSAD, 2012) foi destacar as
consideracdes mais importantes envolvidas no uso, no design e nas possiveis
armadilhas. A revisdo forneceu uma introducdo e discussdo de ensaios celulares,
incluindo seus formatos, quimicas, vantagens e limitacdes. Os ensaios de viabilidade
celular, com métodos morfolégicos requer profissionais altamente capacitados e
equipamentos caros, e seus resultados geralmente ndo sdo quantificaveis. Os
ensaios de proliferacdo celular usando anélogos de nucleotideos, na quantificacdo do
conteudo de DNA das células com base em ensaios radioisotdpicos sao terminais,
trabalhosos e apresentam problemas de manuseio, armazenamento e descarte. Eles
também consomem tempo e estdo sujeitos a erros do operador, especialmente para
aplicativos de médio a alto rendimento. A reducéo do sal de tetrazdlio é uma medida
indireta de viabilidade celular, comumente utilizada e de baixo custo. Os sais de
tetrazdlio mais frequentemente utilizados sdo MTT, XTT e WST-1, apesar de seu
amplo uso e aplicabilidade, os usuéarios destes ensaios podem encontrar uma série
de problemas de incompatibilidade dependendo dos objetivos do estudo. Assim, a
selecdo do mais apropriado sal de tetrazdlio como indicador da atividade metabdlica
€ importante. O Alamar Blue contorna muitos dos problemas de incompatibilidade e
oferece muitas vantagens sobre esses sais. O ensaio de viabilidade robusta no estudo
in vitro os dados podem ser usados para prever com seguranca implicacdes
biolégicas, os dados representam um sinal estimado de toda a populagéo de células
e podem nem sempre refletir uma resposta in vivo. O ensaio de Alamar Blue monitora
0 ambiente redutor da célula, seu ingrediente ativo é a resazurina que é soluvel em

agua, estavel em meio de cultura, € ndo-tdxico e permeéavel através das membranas
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celulares, portanto, é permitido o monitoramento continuo de células em cultura.
Como o corante indicador aceita elétrons, ele muda do estado azul oxidado, ndo
fluorescente, para o estado reduzido, fluorescente, rosa. Uma contaminacéo
microbiana pode reduzir o corante e levar a sinais falsos positivos, portanto, o ensaio
Alamar Blue deve ser realizado sob condi¢cdes assépticas e 0 meio pode exigir
antibioticos para eliminar a contaminacdo microbiana. O Alamar Blue demonstrou ser
um indicador redox mais reprodutivel e mais barato que o XTT e € (til na identificacdo
de mutantes comprometidos pela resisténcia e na identificagcdo de compostos com
atividade antibiofilme. O ensaio foi usado para identificar antimicrobianos com eficacia
aprimorada contra certos biofilmes bacterianos e fungicos clinicamente importantes.
Embora o ensaio Alamar Blue seja simples, rapido e sensivel, pode ndo ser tao util
em avaliar a proliferacdo celular, portanto, pode ser mais valioso para testes de
citotoxicidade. E necessaria uma previsdo precisa dos efeitos adversos dos
compostos de teste em sistemas vivos, deteccdo de limiares toxicos e expansao de
conjuntos de dados experimentais para incluir analises de multiplos pontos finais de
toxicidade para qualquer regime de triagem robusto. O ensaio Alamar Blue fornece
medicdes precisas no curso de tempo, possui alta sensibilidade e linearidade, nédo
envolve lise celular, é ideal para uso com ensaios funcionais pés-medicéo, € flexivel,
pois pode ser usado com diferentes modelos de células, é escalavel e pode ser usado
com plataformas de instrumentagéao baseadas em fluorescéncia e / ou absorbéncia e,
finalmente, é ndo-toxico, ndo-radioativo e € seguro para 0 Usuario e 0 meio ambiente.

No estudo de Leng et al., 2018 (LENG et al., 2018), a toxicidade de
nanocapsulas de lactoferrina bovina (NCs) carregadas com quitosana-fosfato de
calcio e alginato foi relatada usando o ensaio de letalidade de camardo salmoura,
Allium cepa, ensaio cometa e citotoxicidade celular, especialmente em caso de
genotoxicidade. A lactoferrina bovina livre de endotoxina (bLf) foi preparada a partir
de leite bovino australiano. Apd4s tratamento com acido suave (pH 2,6), bLf foi dialisado
por um periodo de 48h em 0,1 M acido citrico para remover ions metélicos ligados e
depois saturados com ferro [Fe(lIl)] ndo hidratado para formar complexos bLf- Fe3+
coordenados para produzir Fe-bLf de cor profunda. O Fe-bLf produzido foi carregado
nas NCs de fosfato de quitosana-calcio e revestido com alginato. As nanocépsulas de
Alginato/EUDRAGIT® S 100-fosfato de quitosana e calcio carregadas com Fe-bLf
(NCs) foram produzidas por uma combinacdo de meétodos de nanoprecipitacéo e

gelificacdo idnica. A citotoxicidade das NCs foi monitorada pelo teste de letalidade de
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artemia salina, com temperatura controlada a 28°C, sob regime de luz continua.
Concentracao letal (LC50) para Artemia salina foi determinado pela anélise Probit
usando um programa de computador Finney (Biostats 2009). A citotoxicidade in vitro
das NCs contra células Vero foi avaliada por MTT utilizando um método modificado.
As células Vero foram cultivadas em baldo de cultura de 25 cm2 por dois dias em uma
incubadora de CO2 a 37°C em DMEM. O ensaio cometa foi conduzido sob condi¢des
alcalinas OxiSelect ™o kit de ensaio cometa (laminas de 3 pogos) da Cell Biolabs, Inc.
(Cell Biolabs, Inc., San Diego, EUA) foi utilizado para avaliar o dano ao DNA nas
células Vero. As células Vero foram plagueadas em placas de 6 pocos em cultura de
tecidos e incubadas por 24 h para fixacdo das células. Posteriormente, NCs em
100ug/mL foram adicionadas quando as células atingiram 50-60% de confluéncia e
incubadas por 24 h. Para a avaliacdo da genotoxicidade in vivo, os bulbos de Allium
cepa foram cultivados por dois a trés dias a temperatura ambiente. Apdos as raizes
terem de dois a quatro centimetros de comprimento, os bulbos foram expostos a varias
concentragdes de NCs (125, 250, 500 e 1000 ug/mL) por 24h. As laminas preparadas
foram examinadas sob o microscopio (BX41-CCD, Olympus, Japdo) com ampliacédo
de 200x e 400x, para observar imagens claras de aberracées cromossdmicas a partir
das pontas das raizes. Fotomicrografias foram capturadas e um minimo de 100
células foram examinadas (foram observadas nove laminas para cada tratamento).
Os dados obtidos a partir do célculo do indice mitético foram analisados por Analise
de Variancia (ANOVA) a um nivel significativo de p < 0,05. O teste de alcance mdltiplo
Duncan foi conduzido para determinar a diferenca significativa entre os varios
tratamentos (p < 0,05). As caracteristicas fisico-quimicas das NCs poliméricas
revelaram que as NCs vazias (sem proteinas) tinham uma carga de potencial zeta
negativa de - 2,6 £+ 0,6 mV e um indice de disperséo de 0,231 + 0,05. O
encapsulamento proteico revelou que as NCs de Fe-bLf tinham 87 + 4% de eficiéncia,
carregando aproximadamente 0,62 + 0,14 mg/100 mg de NCs. O ensaio de letalidade
de artemia salina foi conduzido para determinar a citotoxicidade das NCs, ndo houve
efeito de letalidade em qualquer uma das concentracdes das NCs testadas as 24h e
ndo foram toxicas contra a artemia salina as 24h de exposi¢do porque o LC50 (6,364
mg / mL) € maior que 1 mg / mL. Os resultados obtidos no ensaio MTT indicam que
as NCs inibiram a viabilidade das linhas celulares Vero de uma maneira dose-
dependente. Além disso, o0 resultado mostrou que as NCs nao possuem efeito téxico

sobre as células Vero ndo cancerosas. Nenhuma cauda ou cauda mais curta do
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cometa foi vista nas células Vero nao tratadas e tratadas pelas NCs, o que indica que
as NCs nao possuem um efeito genotoxico no DNA das células Vero. Os resultados
mostraram que néo ha diferenca significativa (p > 0,05) no indice mitético entre a 4gua
deionizada e as NCs das células da ponta da raiz de Allium cepa tratadas. Portanto,
estes achados revelaram que o tratamento com NCs ndo exerce nenhum efeito
genotoxico no DNA das células da ponta da raiz de Allium cepa. Em concluséo, os
resultados dos testes in vitro e in vivo demonstraram que as NCs foram desprovidas
de efeito toxico significativo sob as condiges experimentais.

Masetti et al., em 2018 (MASETTI et al., 2018) avaliou o potencial
citotoxico de base de protese de resinas acrilicas ap0s imersdao em solucdes
desinfetantes. Amostras em forma de disco (14 x 1,2 mm) foram obtidas e divididas
em grupos (n = 9), de acordo com as solu¢des desinfetantes (dgua destilada [controle],
digluconato de clorexidina a 2%, perborato de sédio a 3,8%, hipoclorito de sddio a
0,5% e vinagre de macéd ao periodo de armazenamento (0, 1, 3 e 6 meses). As
solucdes eram trocadas diariamente. Apds os diferentes periodos de armazenamento,
as amostras foram imersas em meio de cultura por 24 h e os extratos foram obtidos.
Queratindcitos humanos foram cultivados e o metabolismo celular foi avaliado usando
Alamar Blue®. Os dados foram submetidos a analise de variancia de trés vias e testes
post hoc de Games-Howell (a = 0,05). Ambas as resinas acrilicas testadas
apresentaram propriedades de biocompatibilidade semelhantes apdés imersdo em
diferentes solu¢bes (P = 0,400). A imersdo em agua destilada, perborato de sédio a
3,8% e hipoclorito de sb6dio a 0,5% ndo afetou o metabolismo celular dos
queratinécitos (P> 0,05), independentemente do periodo de imersao e do tipo de
resina acrilica (P> 0,05). A imersédo em digluconato de clorexidina a 2% ou vinagre de
maca resultou em alta citotoxicidade ao longo do tempo, até o terceiro més (P <0,05),
apos o qual nenhuma alteracéo foi observada (P> 0,05). O tipo de resina acrilica (base
ou reembasador) ndo teve efeito significativo na viabilidade das células. As solucdes
de digluconato de vinagre e clorexidina aumentaram o efeito citotéxico ao longo do
tempo e foram fortemente citotoxicas apds 6 meses de imersdo. O perborato de sodio
e o0 hipoclorito de sédio foram nao citotoxicos em todos os periodos testados.

Procopio et al, em 2018 (PROCOPIO et al, 2018), avaliaram os efeitos
antimicrobianos e citotoxicos de uma resina acrilica para protese apos ciclos
sucessivos de imerséo diaria durante a noite em hipoclorito de sodio a 1% (NaClO a

1%) e digluconato de clorexidina a 2% (CHX a 2%), simulando os periodos de 9 meses



54

ou 1,5 ano. Foram realizados ensaios microbiolégicos e citotoxicos, respectivamente,
pelo método de microdiluicdo em caldo (Candida albicans ou Staphylococcus aureus)
e MTT. Os residuos quimicos de CHX a 2% impregnados na resina acrilica da prétese
tiveram efeito antimicrobiano em ambos os periodos de imersdo, o que nado foi
observado com os de NaClO a 1%. Entretanto, residuos de CHX a 2% foram
severamente citotoxicos para os fibroblastos gengivais humanos em comparacédo com
os de NaClO a 1% e resina acrilica (ndo submetidos aos limpadores de proteses), que
eram levemente citotoxicos. Mesmo em baixas concentra¢des recomendadas para a
imerséo de proteses removiveis durante a noite, os residuos quimicos de CHX podem
resultar em algum grau de toxicidade para a mucosa portadora de protese apos
imersao diaria prolongada.

Nanoparticulas de prata (AgNPs) estdo entre as nanoparticulas mais
amplamente produzidas devido as suas propriedades fisico-quimicas e
antimicrobianas de amplo espectro. Atualmente, as AgNPs sédo usadas em produtos
de consumo, dispositivos medicinais, biotecnologia, farmacologia, engenharia,
eletrbnica e remediacdo ambiental. Sendo assim, o objetivo do estudo de Mello et al.,
2020 (MELLO et al., 2020), foi testar especificamente a interferéncia da AQNP usando
uma variedade de tamanhos e revestimentos de AgNPs: AgNPs nao revestidos de 2
nm e 15 nm (2AgNP e 15AgNP, respectivamente), goma arabica (GA) revestida de 6
nm AgNP e polivinilpirrolidona (PVP) revestida de 9 nm AgNP (GA-6AgNP e PVP-
9AgNP respectivamente) e quatro corantes classicamente utilizados em ensaios in
vitro: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio brometo (MTT), Vermelho Neutro
(NR), Hoechst, e Resazurin. Também foi incluso prata idnica dissolvida (das a¢des da
AgNO3) em todas as analises. As AgNPs revestidas com goma arabica (GA) e
polivinilpirrolidona (PVP) (GA-6AgNP e PVP-9AgNP, respectivamente) foram
produzidas pelo laboratério do professor Mark Wiesner, como parte do Centro de
Implicagbes Ambientais da Nanotecnologia (CEINT). A AgNP nao revestida de 2 nm
e 15 nm (2AgNP e 15AgNP, respectivamente) foi adquirida da US Research
Nanomaterials, Inc. (Houston, EUA) como dispersdes aquosas. As células AML12 de
hepatdcitos de camundongo foram mantidas em meio de crescimento completo
(CGM) e cultivadas em uma incubadora de cultura de tecidos (Symphony, VWR) a 37
°C com 5% de COz2. Para os experimentos, as células foram colhidas usando tripsina
(0,25%) - 4cido etilenodiaminotetracético e semeadas em placas de 96 pogos (5x104

células/poco) em 200 pl de CGM e permitido estabelecer-se e crescer por
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aproximadamente 18 h a 37 °C com 5% de CO2. Para o ensaio MTT, o sal de
tetrazolio amarelo 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazdlio (MTT, Sigma) foi
incubado diretamente em placas de 96 po¢os com varias concentracdes de AgNPs, a
incubagéo foi realizada no escuro, a 37°C por 1 h. A absorbancia foi avaliada a 560
nm usando um leitor de placas (FLUOstar OPTIMA, BMG Labtech). Para o ensaio
Vermelho Neutro, as células AML12 aclimatadas em placas de 96 pocos foram
lavadas duas vezes com DPBS e depois incubadas com 0,005% de Vermelho Neutro
(NR) em DPBS no escuro a 37°C por 1h. AgNPs foram adicionados a NR em varias
concentracdes para cada poco. Absorbancia e fluorescéncia foram avaliados usando
um leitor de placas Spectramax M5 (Dispositivos Moleculares). O ensaio Hoechst, as
células AML12 aclimatadas em placas de 96 pocos foram lavadas duas vezes com
DPBS e depois incubadas com 100 pl de 1 uyg/ml Hoechst 33342 (Sigma) em DPBS
no escuro, a 37°C durante 30 min. Apos a incubacao, foram adicionados AgNPs para
avaliar a interferéncia de nanoparticulas com o corante Hoechst, mas ndo a
citotoxicidade. O espectro de fluorescéncia (excitagdo: 352 nm; emissao: 400-550 nm)
foi avaliado usando leitor de placas Spectramax M5 (Dispositivos Moleculares). Para
0 ensaio Resazurin, a resazurina (Sigma) foi incubada diretamente em placas de 96
pocos com varias concentracdes de AgNPs. A concentracao final da Resazurina foi a
mesma utilizada para medi¢cdes de viabilidade celular (25 ug/ml) no DPBS. As
incubagdes foram realizadas no escuro, a 37 °C durante 1 h. O espectro de
fluorescéncia (excitacao: 560 nm; emissao: 570-750 nm) foi avaliado utilizando o leitor
de placas Spectramax M5 (Dispositivos Moleculares). Foi observado uma reducéo do
MTT dependente da concentracdo em todos os AgNPs testados, exceto nos 2AgNPs.
Apesar do comportamento estranho desses 2AgNPs, essa reacéo provavelmente foi
catalisada pela prata, pois 0 AQNO3 também foi capaz de reduzir o MTT de maneira
dose-dependente. A fluorescéncia Hoechst foi claramente afetada, de forma dose-
dependente, pela ndo revestido 15AgNP e o revestido em GA 6AgNP. As outras
AgNPs, bem como o AgNOs, apresentaram interferéncia minima ou insignificante.
Resultados semelhantes foram observados com NR, em que 15AgNPs e GAGAgNPs
apresentaram os maiores niveis de témpera de fluorescéncia, entretanto, também foi
observada alguma interferéncia com 2AgNPs nas concentracfes mais elevadas
testadas. Embora a Resazurina sofra reacdo redox in vivo semelhante ao MTT,
reagindo principalmente com o NADH, ndo houve reducao da Resazurina por qualquer

um das AgNPs testadas. Foi observado algum resfriamento por fluorescéncia com
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15AgNP e GABAgNP, embora tenha sido muito menos significativo do que para 0s
outros corantes. Neste estudo, foi demonstrado que as AgNPs tém o potencial de
causar aumento na absorbancia, témpera por fluorescéncia e reducao de MTT. O nivel
de interferéncia depende das caracteristicas fisico-quimicas (tamanho e
funcionalizacdo) de cada tipo de AgNPs. Também descobrimos que 0 ensaio
Resazurin causou interferéncia insignificante nas AgNPs testadas neste estudo,
quando comparado a outros ensaios.

O protocolo AlamarBlue® Assay, (Patent No. 5,501,959), explica que
0 reagente de Ensaio de Viabilidade Celular AlamarBlue® é usado para quantificar
metabdlica celular atividade e, por sua vez, determinam a concentracdo de células
viaveis em uma determinada amostra. O reagente fornecido pode ser usado para
medir a cinética de crescimento celular, isto €, o crescimento de uma célula populagéo
ao longo do tempo, medindo-a em dois ou mais momentos da (s) amostra (s). O
reagente de viabilidade celular Alamar Blue® mede quantitativamente a proliferacao
de linhas celulares de mamiferos, bactérias e fungos. O corante incorpora uma
reducdo de oxidacdo (REDOX), que fluorescem e mudam de cor em resposta a
substancia quimica reducao devido ao crescimento celular. O Alamar Blue® é muito
estavel e ndo toxico para as células, é possivel o monitoramento continuo das culturas
ao longo do tempo. O corante Alamar Blue®, na sua forma oxidada, € azul e nédo
fluorescente. No ensaio de reagente Alamar Blue®, as células em crescimento
causam uma reducdo quimica do alamar. A cor muda do azul ndo fluorescente ao
vermelho fluorescente. O crescimento continuo de células viaveis mantém um
ambiente redutor (fluorescente, vermelho) e inibicdo do crescimento mantém um
ambiente oxidado (ndo fluorescente, azul), que pode ser detectado usando um
detector de fluorescéncia ou absorbancia. O protocolo para testar a viabilidade celular
com este composto pode ser realizado em placas de 96 pocos. Apds as células serem
plagueadas e levadas a incubadora por um periodo de 24 h, os materiais a serem
testados sdo adicionados juntamente com o composto. O cultivo é feito a 37° C em
uma incubadora pelo periodo de exposicdo do teste desejado. Apdos o término do
tempo de incubacao, remove-se a placa e a fluorescéncia com comprimento de onda
de excitacdo em 530-560 nm e comprimento de onda de emissdo em 590 nm é

medida.

2.5 TOXICIDADE DO DIMETILSULFOXIDO (DMSO)
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Para Violante et al., em 2002 (VIOLANTE et al., 2002), compostos
pouco solluveis em agua sdo frequentemente encontrados durante o processo de
descoberta de drogas. Na maioria dos casos, co-solventes sdo usados para aumentar
a solubilidade dos compostos para realizar ensaios farmacocinéticos/de permeacao
para a selecdo de novas entidades quimicas com altas taxas de absorcéo intestinal.
Em geral, o uso de 1% de DMSO aumenta a solubilidade de forma suficiente para
realizar estudos de transporte. Mas em séries muito altamente lipofilicas, a
porcentagem de DMSO deve aumentar para 5% ou mais. O DMSO é geralmente
usado como um crioprotetor, e € também descrito como um intensificador de absorcao
de sulfadiazina e insulina pela pele. Pesquisaram entéo a toxicidade do DMSO em
células Caco-2/TC7 e determinaram a concentragdo maxima utilizavel em
experimentos de permeacéo. As células foram cultivadas por 21 dias em placas de 96
pocos para avaliacdo da toxicidade. A determinacdo da lactato desidrogenase foi
realizada pela sua liberagdo no sobrenadante celular e a medicdo da captacdo de
Vermelho Neutro (NR) foram usadas para os ensaios de citotoxicidade. As solu¢des
DMSO (0 a 100%) na solucéo salina balanceada de Hank contendo HEPES (25mM),
pH 7,4, foram incubadas com células Caco-2/TC7 em placas de 96 pocos. As células
foram cultivadas em pastilhas Transwell-Clear® para avaliar a influéncia do DMSO na
permeabilidade aparente do marcador paracelular manitol. A concentracdo de
radiomarcadores dos compostos foram determinados por contagem liquida de
cintilacdo b com correcdo de atenuacao de acordo com o modo de etiqueta Unica. Os
resultados da analise estatistica foram expressos em média SD. Para andlise de
variancia de grupos multiplos, ANOVA foi utilizado. A localizacdo da variancia foi
determinada usando o teste t de Student em comparagéo com o controle. DMSO 10%
nao induziu aumento significativo na liberagdo de LDH, enquanto um aumento
significativo na atividade de LDH ocorreu a uma concentragdo de DMSO de 20 a 50%.
A incorporacao de NR em células viaveis foi estatisticamente reduzida em 27 a 36%
na concentracdo de DMSO de 20% a 100%. Nenhuma diferenga estatistica foi
observada na permeabilidade aparente ao manitol entre os grupos controle e 10% de
DMSO. Em concentragfes de até 10%, o DMSO néo produziu alteragdo significativa
na permeabilidade da membrana apical ou em complexos juncionais de célula a
célula. Alguns efeitos metabdlicos do DMSO ndo puderam ser detectados usando

estes métodos, embora pudessem estar presentes.
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Para Sumida et al.,, 2011 (SUMIDA et al., 2011), o dimetilsulfoxido
(DMSO) €& um solvente organico muito comum usado para dissolver substancias
lipofilicas, por exemplo, para ensaios baseados em células in vitro. Ao mesmo tempo,
sabe-se que o0 DMSO é citotdéxico em altas concentracdes. Portanto, é importante
definir concentracdes limiares de DMSO para células. Foram realizadas analises em
hepatdcitos de ratos tratados com mais de 100 substancias quimicas na tentativa de
identificar genes candidatos a biomarcadores. Os efeitos do DMSO na expresséo do
gene e citotoxicidade foi avaliada em hepatdcitos humanos criopreservados e em
hepatdcitos primarios cultivados em ratos. As células foram tratadas com DMSO por
24 h em cinco concentracdes diferentes, Teste de citotoxicidade com atividade da
lactato desidrogenase (LDH) demonstrou que o DMSO ndao foi citotoxico até uma
concentracéo de 2% (v / v) em ambos os casos e houve poucos efeitos nos perfis de
expressao génica de até 0,5%. As diferencas observadas em relacdo aos controles
foram consideradas de pouco importancia toxicolégica, mas ainda precisam ser
levados em consideracao na interpretacdo das descobertas quando o DMSO é usado
em alta concentragéo.

Hebling et al., em 2015 (HEBLING et al.,, 2015), avaliaram a
citotoxicidade do dimetilsulfoxido (DMSO) na atividade relacionada ao reparo de
células MDPC-23 cultivadas semelhantes a odontoblastos em placas de 24 pocos.
Solugbes com diferentes concentracées de DMSO (0,05; 0,1; 0,3; 0,5; e 1,0 mM),
diluidas em meio de cultura (DMEM), foram colocadas em contato com células MDPC-
23 (5 x 10 células/cm?2) por 24 h. Foram preparadas oito repeticdes (n = 8) para cada
solucéo para os seguintes métodos de analise: corante de cristal violeta para adesao
celular (CA), quantificac@o de proteina total (TP), alizarina vermelha para formacéo de
nédulos de mineralizacdo (MN) e morte celular por necrose (fluxo citometria);
enquanto doze réplicas (n = 12) foram preparadas para namero de células viaveis
(Trypan Blue) e viabilidade celular (ensaio MTT). Os dados foram analisados pelos
testes ANOVA e Tukey ou Kruskal — Wallis e Mann — Whitney (p <0,05). A viabilidade
celular, adesao e porcentagem de morte celular por necrose néao foram afetadas pelo
DMSO em nenhuma concentracdo, sem diferenca estatistica significante entre os
grupos. Foi observada uma reducdo significativa na producao total de proteinas para
0,5e 1,0 mM de DMSO, em comparacao ao controle, enquanto a formacao de nédulos
mineralizados aumentada foi observada apenas para 1,0 mM de DMSO. O contato
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direto de células semelhantes a odontoblastos com baixas concentracbes de DMSO

nao provocou nenhum efeito citopatico substancial.
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3. PROPOSICAO GERAL

Avaliar a citotoxicidade, em cultura de células epiteliais
(queratindcitos), de microparticulas (MPs) poliméricas obtidas a partir dos polimeros
Eudragit L-100® (E) e/ou Gantrez MS-955® (G) e da combinacdo de ambos (EG),
acrescidos do antifungico nistatina (N) a 10% ou a 20%, nas suas concentracfes

inibitérias minimas (CIMso e CIMso) sobre Candida albicans.

3.1 PROPOSICOES ESPECIFICAS

Avaliar a citotoxicidade de seis formulacbes de MPs poliméricas
contendo E e/ou G para liberacdo controlada de N a 10% ou 20% por meio da
determinacdo da inibicdo da atividade metabodlica mitocondrial (Alamar Blue®) e
inibicdo da atividade da desidrogenase succinica (MTT®) de células epiteliais
cultivadas in vitro, nas suas respectivas ClMso e CIMso determinadas em cepa padréo
de C. albicans.
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4. MATERIAIS E METODO

4.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

No presente estudo foi avaliada a citotoxicidade in vitro, em
queratinécitos humanos, de microparticulas (MPs) poliméricas para liberagcéo
controlada de nistatina (N). Os testes utilizados para verificagdo da citotoxicidade
foram Alamar Blue® (reducéo de resazurina) e MTT® (reducao de tetrazoélio), ambos
como parametro de viabilidade (ZHENG; AUDUS, 1994; DEVENGENCIE et al., 1997,
INTERNATIONAL STANDARDS ORGANIZATION, 2009; LEE et al., 2015).

Foram testadas seis formula¢cdes de MPs poliméricas para a liberagcéo
controlada de N (em duas concentragcbfes cada), as quais foram previamente
desenvolvidas e caracterizadas fisico-quimicamente (RIBEIRO, 2018) e tiveram,
anteriormente a esse trabalho, as CIMso e CIMso calculadas (EGG, 2019). Duas MPs
brancas (sem o farmaco) foram produzidas apenas com os polimeros Eudragit L-100®
(E) ou Gantrez MS-955® MS-955 (G), as quais foram testadas somente em uma
concentracdo cada. Para os testes, todas as MPs foram dissolvidas em DMSO, de
modo que a concentracao final desse solvente no meio de cultura das células ficasse
em 1%. Para se verificar a citotoxicidade intrinseca do DMSO, foi incluida a avaliacao
desse solvente apenas na concentracdo de 1%, sem MPs, sobre as células, como
sendo uma das condi¢cdes experimentais. Como controle negativo, foram cultivadas
células sem nenhuma substancia teste, apenas com meio de cultura, para ser
considerado como crescimento maximo, dentro das condicbes do experimento. Ao
todo foram conformados 16 grupos experimentais.

As leituras de fluorescéncia (no caso do Alamar Blue®) foram
realizadas em trés diferentes tempos de incubag¢do em contato com as 16 condicbes
experimentais (grupos): 6 h, 12 h e 24 h, sendo os valores obtidos de maneira
dependente ao longo do tempo. As leituras de absorbancia (no caso do MTT®) foram
realizadas apenas no tempo de 24 h de incubacdo em contato com as 16 condicdes
experimentais.

Ambos os testes (Alamar Blue® e MTT) foram realizados em triplicata
(trés pocos de placas com 96 orificios para cada grupo experimental), e em trés
ocasides (repeticbes em dias diferentes) (ZHENG; AUDUS, 1994; DEVENGENCIE et
al., 1997; INTERNATIONAL STANDARDS ORGANIZATION, 2009; LEE et al., 2015).
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4.2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Todos os materiais e a descricdo dos grupos experimentais que

compuseram o presente estudo podem ser visualizadas no Quadro 1.

Quadro 1. Descricao dos grupos experimentais, composicao e concentracdes dos materiais testados no
presente estudo.

- ~ Concentracdo | Peso inicial do
Composicédo da Concentracao .
~ - testada — material, em o
Grupo solucéo levada ao tedrica de Descricdo
. . . CIMsg ou ClIMso, mg, para se
experimental spray drier farmaco (em do grupo
(RIBEIRO, 2018) | peso) na MP em pg/ml obtera
' (EGG, 2019) solucdo mée
GN10so Gantrez MS-955®, 0,420 0,210 MP em
nistatina, etanol CIMso
A 10%
95%, agua MP em
GN10so destilada 2,250 1,800 ClMso
GN20s0 Gantrez MS-955@, 0,450 0,225 MP em
nistatina, etanol CIMso
A 20%
95%, agua MP em
GN20s0 destilada 2,200 1,76 ClMso
EN10s0 Eudragit L-100®; 0,588 0,294 MP em
nistatina, etanol CIMso
A 10%
95%, agua MP em
EN10s0 destilada 2,000 1,600 ClMso
EN20s0 Eudragit® L-100; 0,855 0,427 MP em
nistatina, etanol CIMso
A 20%
95%, agua MP em
EN20s0 destilada 2,500 2,000 ClMso
Eudragit L-100®; MP em
EGN10s0 Gantrez MS-955®, 4,500 2,250 ClMso
nistatina, etanol 10%
EGN10s0 95%, agua 18,500 14,800 MP em
destilada CIMao
EudragitL-100®; MP em
EGN20s0 GantrezMS-955®, 0,920 0,460 ClMso
nistatina, etanol 20%
EGN20so 95%, agua 3,250 2,600 MP em
destilada ClMeo
GantrezMS-955®, Nzo
GO etanol 95%, agua L . . 14,800 MP branca
X determinada
destilada
Eudragit® L-100; NE
EO etanol 95%, agua o . . 14,800 MP branca
X determinada
destilada
DMSO a 1%; solvente utilizado na obtencéo das solu¢cdes-mée dos materiais; a
DMSO concentracdo de 1% é a mesma contida nos pocos das outras condi¢des
experimentais.
Controle negativo, células cultivadas sem nenhuma substancia teste, apenas com o
C mesmo meio de cultura, considerado padrao de crescimento maximo, dentro das
condicdes do experimento.

Fonte: a autora
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4.3. PREPARO DOS MATERIAIS A SEREM TESTADOS

4.3.1. Obtencédo das MPs poliméricas

MPs poliméricas foram obtidas a partir dos polimeros E (lote
CC2305825, Ashland, ISP Chemicals, Wilmington, DE, EUA) ou G (lote B121003016,
Evonik Industries, Essen, Alemanha) e da combinacdo de ambos, acrescidos de N a
10% ou a 20% por meio do processo de secagem por pulverizacao (spray dryer),
segundo os métodos descritos por Ribeiro, em 2018 (RIBEIRO, 2018). Dessa forma
foram obtidas seis formulacbes de MPs contendo N incorporada. Também foram
confeccionadas MPs de Eudragit L100® ou Gantrez MS955®, ambos os polimeros
com os quais foram confeccionadas as MPs, sem adi¢do de N, também pelo método

de spray dryer, que passarao a ser chamadas de MPs brancas (Quadro 1).

4.3.2. Solucdes mée para a dissolucao das MPs.

Para que as MPs fossem utilizadas no presente experimento, estas
foram primeiramente solubilizadas em DMSO. Para isso, cada MP foi pesada em
balanca de precisdo (ME204E, Mettler Toledo, SP, Brasil) para se obter os pesos
descritos no Quadro 1. A seqguir, cada material foi diluido em 1 mL de DMSO puro sob
agitacdo até que se verificasse total dissolucdo. As solucbes mae foram preparadas
no mesmo dia da realizacao dos testes e mantidas a temperatura de 4°C até o uso
(1SO 10993-5; ZHENG, AUDUS, 1994).

4.4 DESCONGELAMENTO E MANUTENCAO DAS CELULAS

Para os testes de citotoxicidade foram utilizadas células epiteliais —
gueratinécitos humanos — NOK (MASETTI et al., 2018). As células foram adquiridas e
estocadas a — 80°C em meio de cultura contendo DMSO como crioprotetor, no
Laboratério de Citologia da Faculdade de Odontologia de Araraquara (HENSTEN-
PETTERSEN, 1988; WEENBERG, 1988; ZHENG, AUDUS, 1994).

Dentro de fluxo laminar (VecoBioseg 09, SP, Brasil), adicionaram-se
5 mL de meio de cultura de Eagle modificado por Dulbecco (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium - DMEM, lote 0000718565, Lonza, Walkersville, MD, USA) adicionado
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de 10% de soro fetal bovino (SFB — 5534 FEP, LGC Biotecnologia, SP, Brasil) e
estreptomicina e penicilina (1ml), em tubo Falcon de 15 mL. O criotubo com a
suspensao celular congelada foi aquecido em banho maria até que comecasse a se
liquefazer. Um mililitro de DMEM com SFB foi inserido dentro do criotubo, que foi
homogeneizado até que toda a suspensdo celular estivesse descongelada. O
conteudo do criotubo foi transferido para o Falcon que continha o os 5 mL de meio de
cultura e foi levado a centrifuga por 6 min a 1200 rpm. Este processo permite a
separacdo das células do meio de cultura de congelamento que continha DMSO.
Enguanto isso em frasco para cultivo celular (75 cm?, tampa com filtro, TPP, Suica)
foram adicionados 9 mL de meio DMEM com 10% de SFB. Apds a centrifugacéo das
células, o tubo Falcon foi levado ao fluxo laminar e o sobrenadante foi aspirado,
deixando apenas o pellet de células. Um microlitro de DMEM com SFB a 10% foi
adicionado ao pellet e homogeneizado. O volume total dessa suspensao foi transferido
para o frasco que havia sido preparado. As células foram replicadas em novos frascos
e incubadas até atingirem semiconfluéncia. Para isso, solu¢cdo de tripsina e tampéao
fosfato-salino (PBS lote 000.B16TB, LGC Biotecnologia, SP, Brasil) foram utilizados
para a extracdo e lavagem das células respectivamente (WEENBERG, 1988; DE
GOMES et al., 2011; WANG et al., 2013).

Periodicamente, as células foram checadas com relacdo a aspectos
morfolégicos e tempo de duplicacdo. As culturas foram mantidas a 37°C, 5% de COz,
95% de atmosfera e umidade saturada (INTERNATIONAL STANDARDS
ORGANIZATION, 2009). O pH do meio foi checado e mantido entre 7,2 e 7,4.
(WEENBERG, 1988; INTERNATIONAL STANDARDS ORGANIZATION, 2009; DE
GOMES et al., 2011; WANG et al., 2013).

4.5. PLAQUEAMENTO DAS CELULAS PARA EXPERIMENTO

Os frascos de cultura celular que continham as células prontas para
serem plaqueadas foram retirados da estufa e, dentro do fluxo laminar, o meio foi
descartado. As células que ficaram aderidas aos frascos foram lavadas com solucéo
PBS (WEENBERG, 1988; INTERNATIONAL STANDARDS ORGANIZATION, 2009;
DE GOMES et al., 2011; WANG et al., 2013). A seguir, foram desagregadas do frasco
com 5 mL de solucéo de tripsina, por 5 min em estufa. Cinco ml de meio de cultura

foram adicionados para neutralizar a tripsina. Este contetdo foi entéo transferido para
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um tubo Falcon e levado para centrifuga por 6 min a 1200 rpm. Descartou-se o
sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet celular em 1 mL de DMEM com 10% SFB
(WEENBERG, 1988; INTERNATIONAL STANDARDS ORGANIZATION, 2009; DE
GOMES et al., 2011; WANG et al., 2013).

Uma aliquota de 10 pl da suspenséo celular foi misturada com 10 pl
de solucdo de azul de tripan e foi levada a camara de Neubauer, a qual foi levada a
um contador automético (Countess IIFL, lifetechnologies, USA) para determinacéo da
concentracdo da suspensao celular. Multiplicou-se o nimero de po¢os que seriam
plagueados com células (inserindo margem de erro) pela quantidade de células
necessarias em cada poco para saber o nimero total de células necessarias para o
experimento. Foi calculado entdo o volume total da suspensao celular necessario para
o plagueamento dividindo o nimero de células necessario pelo nimero total de células
em 1 mL, pela seguinte férmula:

Volume de suspensdo celular necessario = numero de células
necessaria/nimero total de células em 1mL.

O valor foi de 2x10* células para cada poco da placa contendo 96
pPOGOS.

O numero de pocos plaqueados com células foram contados e
multiplicados por 200 ul, pois foram utilizadas placas de 96 pocos (96 U, TPP, Suica),
e assim obteve-se o volume necessario de DMEM com 10% SFB para o experimento
(WEENBERG, 1988; INTERNATIONAL STANDARDS ORGANIZATION, 2009; DE
GOMES et al., 2011; WANG et al., 2013).

Volume total de meio= nimero de pog¢os com células do experimento x 200

Removeu-se entdo do volume total de meio, a quantidade do volume
de suspensao celular necessaria. Foi misturado o volume de meio com o volume de
suspensao celular necessario, homogeneizado e aplicado 200 pl em cada poc¢o do
experimento. As placas foram incubadas 37°C e 5% de CO:z por 24 h (WEENBERG,
1988; INTERNATIONAL STANDARDS ORGANIZATION, 2009; DE GOMES et al.,
2011; WANG et al., 2013).

4.6. APLICACAO DOS TRATAMENTOS NAS CELULAS SEMEADAS

Apos o periodo de incubagéo, retiraram-se as placas da incubadora.

No fluxo laminar, o meio de cultura foi aspirado e os pogos foram lavados com PBS,
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sempre cuidando para nao destruir a monocamada celular formada, inserindo e
removendo os liquidos pelas bordas, nunca encostando as ponteiras no fundo do
pOGo.

Na sequéncia, o meio de cultura descartado foi substituido por 200 pl
de meio novo adicionado de aliquotas de 2 pl das solu¢cées mae dos materiais testados
(Quadro 1) resultando na concentracdo de 1% de cada solu¢cdo mée para o meio de
cultura (V/V), conformando os seguintes grupos experimentais: GN10so, GN10so,
GN20s0, GN20so, EN10s0, EN10so, EN20s0, EN2080, EGN10s50, EGN10s0, EGNZ20s0,
EGN20s0, GO e EO (Quadro 1). Os valores de CIMs utilizados (Quadro 1) foram
determinados com base nos testes microbiolégicos realizados por Egg, em 2019,
(dados néo publicados) em que foram calculadas as CIMs capazes de inibir o
crescimento de C. albicans em 50% (CIMso) e 80% (ClIMso). A concentragdo final de
DMSO (310.816BB, LGC Biotecnologia, SP, Brasil) para cada CIMso e CIMso também
foi igual a 1% no presente trabalho. Para o grupo controle negativo (C) foram apenas
colocados 200 pl de meio de cultura. Também foram adicionados pogos contendo
células cultivadas cujo meio de cultura foi substituido por meio contendo 1% de DMSO

para se controlar a citotoxicidade intrinseca desse solvente.

4.7. AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR PELO TESTE ALAMAR BLUE

Para este teste, jA no momento de aplicacdo das solu¢cbes mée, 20 pl
do reagente Alamar Blue (Alamar Blue®, Sigma Aldrich) foram adicionados aos po¢os
contendo as células. As placas foram entédo levadas a estufa. Leituras de fluorescéncia
foram realizadas nos periodos de 6 h, 12 h e 24 h. A fluorescéncia das amostras foi
medida (Fluoroskan Ascent FL; Lab Sistemas) com filtros de emissédo de 544 nm e
590 nm de transmissao (O’'BRIEN et al., 2000; HAMID et al., 2004; DE GOMES et al.,
2011; MASETTI et al., 2018).

A variavel de interesse foi o valor da fluorescéncia dos pogos que
continham células (subtraidos do valor de fluorescéncia de pogos idénticos, porém
sem a presenca de células — branco da reacao) obtido pelo teste Alamar Blue® para
avaliar o metabolismo das células apos todas as condigdes experimentais. Os valores
foram convertidos em porcentagem de reducéo de viabilidade quando comparados

com o grupo controle (células cultivadas sem a presenca dos materiais testes).
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4.8. AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR PELO TESTE MTT®

Para o ensaio de reducdo de MTT® (MTT, MKBWO0025, SIGMA,
Darmstadt, Alemanha), no fluxo laminar apdos a incubacgéo por 24 h dos queratinécitos
submetidos aos tratamentos descritos no item 4.5, retirou-se o sobrenadante dos
pocos com ponteiras estéreis acopladas a uma bomba a vacuo. Os pocos foram
lavados com 200 pl de PBS, e este também foi aspirado (ZHENG, AUDUS, 1994,
DEVENGENCIE et al., 1997; INTERNATIONAL STANDARDS ORGANIZATION,
2009; WANG et al., 2013).

Em cada poco foram adicionados 200 pl de solucdo de MTT a 0,5
mg/ml. As placas foram, entdo, seladas e voltaram a estufa por 4 h (HAMID et al.,
2004; INTERNATIONAL STANDARDS ORGANIZATION, 2009).

A partir desta etapa os procedimentos puderam ser realizados fora do
fluxo laminar. A solucéo de MTT® foi descartada, e nos poc¢os foram aplicados 200 pl
de etanol para solubilizagdo dos cristais de formazan. As placas foram deixadas
agindo por 5 min no agitador de placas (INTERNATIONAL STANDARDS
ORGANIZATION, 2009).

O conteudo de cada poco foi transferido para outra placa sem células,
pois 0 acumulo destas podem interferir na leitura. Foi entao feita a leitura da densidade
optica (D. O.) em espectrofotbmetro em 570nm (ZHENG, AUDUS, 1994,
DEVENGENCIE et al., 1997; INTERNATIONAL STANDARDS ORGANIZATION,
2009; WANG et al., 2013; PROCOPIO et al, 2018).

A variavel de interesse foi 0 valor da D. O. dos po¢os que continham
células (subtraidos do valor de D. O. de pocos idénticos, porém sem a presenca de
células — branco da reacao) obtido pelo teste do MTT para avaliar o metabolismo das
células apos todas as condi¢des experimentais. Os valores foram convertidos em
porcentagem de reducédo de viabilidade, quando comparados com os valores do

controle negativo. (C)

4.9 ANALISE DOS DADOS

4.9.1 Estatistica descritiva: Medidas de tendéncia central e de disperséo das variaveis

guantitativas.
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Para quantificar o efeito citotoxico das MPs testadas, os valores de fluorescéncia
de cada grupo experimental foram comparados com os valores de fluorescéncia
obtidos no grupo controle negativo (C) (viabilidade de 100%), no caso do Alamar
Blue® e MTT, e foram classificados da seguinte forma: 0, ndo citotoxicos (a inibicdo
foi 25% menor que o grupo de 100% de viabilidade); 1, ligeiramente citotdxico (a
inibicdo foi entre 25% e 50% em comparacdo com o grupo 100% de viabilidade); 2,
moderadamente citotdxico (a inibicdo foi entre 50% e 75% em compara¢do com o
grupo 100% de viabilidade); e 3, fortemente citotoxico (a inibi¢cdo foi 75% maior que a
do grupo 100% de viabilidade); (INTERNATIONAL STANDARDS ORGANIZATION,
2009).

4.9.2 Estatistica de inferéncia - Avaliacdo da distribuicdo dos dados quantitativos.

Para a analise estatistica, o software SPSS 20.0 (IBM, 2012) foi
utilizado. As variaveis foram testadas com o teste Shapiro-wilk e ndo apresentaram
distribuicdo normal. Assim, métodos nao paramétricos foram aplicados. Inicialmente,
procedeu-se a estatistica descritiva das leituras de fluorescéncia ou D.O. e da
porcentagem de inibicdo de cada MP, em cada tempo avaliado (no caso da
fluorescéncia), com estimativa de mediana e intervalo interquartil, minimo e maximo.
Posteriormente, foram avaliadas as diferencas entre as MPs com o teste de Kruskall-
Wallys, seguido do teste de Dunn para comparac¢des multiplas. As diferencas entre os
tempos foram avaliadas com o teste de Friedman, seguido do teste de Wilcoxom, nas
comparacdes multiplas. Para melhor visualizacédo dos resultados, produziu-se graficos

do tipo boxplot. Os testes foram considerados significativos quando p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 RESULTADOS REFERENTES AOS VALORES OBTIDOS PELA LEITURA DE
FLUORESCENCIA DO TESTE ALAMAR BLUE®

5.1.1 Analise qualitativa para classificacdo dos materiais testados seguindo a 1SO
10993-5 (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2009).

Os valores de mediana e intervalos interquartis das leituras de fluorescéncia obtidos
pelo teste Alamar Blue® para cada grupo experimental, tempo de incubacédo e

concentracédo do material teste no meio de cultura estdo demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1. Mediana, Percentil de 25% e Percentil de 75% dos valores de leitura de
fluorescéncia obtidos nos testes Alamar Blue® nos tempos de incubacdo de 6 h, 12 h e

24 h, em trés ocasides das MPs experimentais e brancas.

(continua)
Tempo de Grupo ClIMso ClIMso
incubacgéo Experimental MD Perc 25%  Perc 75% MD Perc 25% Perc 75%

C 540,3 407,1 656,5 540,3 407,1 656,5

DMSO 423,0 319,7 525,5 423,0 319,7 525,5

EO 544.,9 418,7 689,0 447,0 301,5 639,9

EGN10 527,3 432,4 675,7 466,7 418,6 503,1

6h EGN20 442.9 320,5 475,7 458,1 270,6 481,9
EN10 4441 377,1 522,5 376,4 308,8 508,1

EN20 563,5 387,4 591,0 349,4 332,6 446,9

GO 400,1 306,7 4242 365,8 311,5 395,0

GN10 427,6 360,5 583,5 331,2 270,2 439,3

GN20 536,9 284,9 579,2 345,8 248,5 473,2

C 1040,8 827,1 1125,3 1040,8 827,1 1125,3

DMSO 959,2 884,5 1042,6 959,2 884,5 1042,6

EO 986,9 895,0 11034 8445 688,4 1080,4

EGN10 971,4 929,3 12184 889,8 810,8 978,9

EGN20 816,8 689,1 1040,5 944,0 727,1 1047,1

1zh EN10 942.4 931,9 10111 868,7 736,3 949,9
EN20 968,6 838,0 1062,6 853,3 726,1 928,5

GO 882,3 728,9 913,4 843,3 742,7 857,7

GN10 999,2 877,3 1047,2 823,7 735,0 983,6
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Tabela 1. Mediana, Percentil de 25% e Percentil de 75% dos valores de leitura de
fluorescéncia obtidos nos testes Alamar Blue® nos tempos de incubagéo de 6 h, 12 h

e 24 h, em trés ocasides das MPs experimentais e brancas.

Tempo de Grupo ClIMso ClIMso
incubacao Experimental MD Perc 25%  Perc 75% MD Perc 25% Perc 75%
C 1683,1 14749 1843,9 1683,1 14749 1843,9
DMSO 16134 1486,5 1669,5 16134 1486,5 1669,5
E 1564,9 1540,3 1619,1 1445,8 1162,6 1584,3
EGN10 1629,3 1555,5 1859,5 1589,4 1450,1 1727,3
EGN20 1375,9 1322,9 1639,5 1473,6 1453,8 1716,8
24h EN10 1594,7 1573,0 17434 1481,0 1358,3 1534,0
EN20 1682,0 1545,9 1688,6 1613,5 14845 1643,3
G 1439,8 1384,0 1646,8 1384,9 1347,9 1457,6
GN10 1551,6 14477 1707,9 1556,1 1436,7 1641,1
GN20 1621,8 1562,8 1658,6 1512,0 1408,9 1589,0

(concluséo)

Os valores das porcentagens de inibicdo da proliferagéo celular em relagdo ao
grupo controle para o teste Alamar Blue® CIMso nos tempos de 6 h, 12 h e 24 h estdo
demonstrados na Tabela 2 e na Figural. Pode-se observar que as MPs na MICso
estimularam (valores negativos) ou inibiram o crescimento celular, se comparados ao
grupo controle (Tabela 2). Todos os valores de inibicdo (quando presentes) em todos
os tempos e MPs estudadas se apresentaram inferiores a 25%, caracterizando um
comportamento ndo citotoxico, exceto a G0Oso no tempo de 6 h que se apresentou
levemente citotoxica segundo a ISO (INTERNATIONAL STANDARDS
ORGANIZATION, 2009).
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Tabela 2. Valores (medianas e percentil 25% e 75%) das porcentagens de inibicdo em
relacdo ao grupo controle para o teste Alamar Blue® CIMso (intensidade) das MPs

experimentais e das MPs brancas.

TEMPO % de inibicdo em relagéo ao Classificagdo do material
GRUPOS controle (1IS010993-5,2009)
MD % Perc 25% Perc 75%
EOso -0,3% -28,2% 23,3% Nao citotdxico
EGN10so 3,0% -25,8% 19,5% Nao citotoxico
EGN20s0 18,5% 11,5% 41,3% Nao citotoxico
EN10so 18,3% 2,8% 30,9% Nao citotdxico
6h EN20s0 -3,7% -8,3% 29,0% Nao citotoxico
GO0so 26,4% 21,1% 43,8% Levemente citotoxico
GN10so 20,4% -8,6% 33,6% N&o citotdxico
GN20s0 1,2% -7,8% 47,8% Nao citotdxico
EOso 4,0% -3,2% 10,7% Nao citotdxico
EGN10so 6,6% -17,2% 8,6% N&o citotdxico
EGN20s0 18,5% 2,7% 31, 7% Nao citotoxico
EN10so 7,0% 2,0% 8,3% Nao citotoxico
12h ENZ20s0 6,1% -3,4% 16,4% Nao citotoxico
GO0so 17,5% 11,6% 27,3% Nao citotoxico
GN10so 6,6% -2,4% 14,6% Nao citotoxico
GN20s0 8,4% 6,1% 18,9% N&o citotdxico
EOso 4,8% 4,3% 7,8% N&o citotdxico
EGN10so 3,8% -15,0% 6,0% Néo citotdxico
EGN20s0 19,0% -1,4% 22,1% N&o citotdxico
EN10so 1,4% -2,5% 7,3% N&o citotdxico
24h EN20s0 1,1% 0,5% 6,5% Néo citotdxico
GOso 11,2% 3,2% 18,5% N&o citotdxico
GN10so 8,8% -3,0% 13,7% N&o citotdxico

GN20s0 4,5% -2,6% 8,1% N&o citotdxico
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Figura 2. Valores (mediana e amplitude interquartis) de porcentagem de inibicdo das

MPs na CIMso em relagéo ao grupo controle, nos tempos de 6 h, 12 h e 24 h.
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Os valores das porcentagens de inibicdo da proliferacdo celular em
relacdo ao grupo controle para o teste Alamar Blue® CIMso nos tempos de 6 h, 12 h e
24 h estdo demonstrados na Tabela 3 e Figura 2. Os valores de fluorescéncia obtidos
pelo teste Alamar Blue® denotam que as MPs na MICso inibiram o crescimento celular.
Em 6h, as MPs EN10s0, EN20s0, GOs0, GN10soe GN20s0 Se apresentaram levemente
citotoxicas, as demais nao citotoxicas. No tempo de 12h e 24htodas as MPs foram

nao citotoxicas.

Tabela 3. Valores (medianas e percentil 25% e 75%) das porcentagens de inibicdo em
relacdo ao controle para o teste Alamar Blue® CIMso (intensidade) das MPs

experimentais e das MPs brancas.

L . Classificagéo do material
% de inibic&o em relacéo ao

TEMPO GRUPOS controle (1SO010993-5,2009)
MD % Perc 75%

6h EOso0 17,7% -19,1% 44,8% Nao citotdxico
EGN10so 14,1% 7,8% 22,9% Nao citotdxico
EGN20s0 14,8% 11,3% 50,4% N&o citotdxico

EN10so 30,7% 5,4% 43,4% Levemente citotoxico

ENZ20s0 35,0% 17,8% 39,0% Levemente citotoxico

GOso 33,0% 27,3% 42, 7% Levemente citotoxico

GN10so 39,0% 18,2% 50,3% Levemente citotoxico

GN20s0 35,6% 12,9% 54,5% Levemente citotdxico
12 h EOso 17,8% -1,0% 31,3% N&o citotdxico
EGN10so 13,4% 6,8% 21,1% Nao citotdxico
EGN20s0 11,7% -4,5% 29,3% Nao citotdxico
EN10s0 18,8% 5,2% 28,1% N&o citotdxico
EN20s0 14,8% 7,6% 28,8% Nao citotdxico
GO0so 21,2% 14,4% 25,9% Nao citotdxico
GN10so 23,0% 1,8% 28,5% N&o citotdxico
GN20s0 23,4% 0,6% 32,8% Na&o citotéxico
24 h EOso0 14,8% 2,0% 31,7% Na&o citotéxico
EGN10s0 3,5% -1,5% 14,6% Nao citotdxico
EGN20s0 9,9% -1,7% 14,4% Nao citotdxico
EN10so 10,0% 5,1% 20,0% Na&o citotéxico
EN20s0 5,1% -0,3% 12,7% Nao citotdxico
GOso 16,6% 14,3% 20,0% Nao citotdxico
GN10so 4,9% 0,2% 15,4% Na&o citotéxico

GN20s0 8,4% 1,7% 17,2% Nao citotoxico
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Figura 2. Valores (mediana e amplitude interquartis) de porcentagem de inibicdo das

MPs na CIMspem relag&o ao grupo controle, nos tempos de 6 h, 12 h e 24 h.
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5.1.2 Comparacao estatistica (analise quantitativa dos dados de fluorescéncia)

A andlise das leituras de fluorescéncia obtidas pelo teste Alamar
Blue®, CIMso (tabela 4), mostra que houve diferenca estatistica entre os tempos 6h,
12h e 24h. Dessa forma, observa-se que houve a proliferacdo celular esperada ao
longo do tempo. Quando comparados todos 0s grupos entre si dentro cada tempo,
nao houve diferencga significativa entre eles, independentemente de ser C, DMSO ou
MPs aplicada.

Tabela 4. Analise estatistica de cada grupo de MPs experimentais, brancas, DMSO e
controle (teste de Kruscall-Wallys) em cada tempo (teste de Friedman) para verificar
se houve diferenca significativa (p<0,05) entre eles, para o teste Alamar Blue® CIMso,

para os valores de fluorescéncia.

GRUPOS 6h 12 h 24 h p-valor entre tempos
MD 1nQ MD 16} MD 16}

C 540,3 172,9 1040,8 244.4 1683,1 279,0 <0,001
DMSO 5449 1231 986,9 126,8 1564,9 151,7 <0,001
EOso 527,3 220,0 971,4 242.3 1629,3 270,8 <0,001
EGN10so 4429 186,4 816,8 225,5 1375,8 191,5 <0,001
EGN20s0 444,1 1916 942,4 2842 1594,7 354,6 <0,001
EN10so0 563,5 204,5 968,6 205,4 1682,0 2294 <0,001
EN20s0 400,1 146,2 882,3 164,9 1439,8 195,2 <0,001
GOso 427,6 1479 999,2 204,8 1551,6 274,6 <0,001
GN10so 536,9 130,3 965,1 119,4 1621,8 160,4 <0,001
GN20s0 540,3 161,2 947,1ab 184,1 1683,1 214,6 <0,001
p-valor entre grupos 0,660 0,566 0,471

MD= mediana; I1Q= intervalo interquartil; diferentes letras correspondem a diferencas significativas entre

tempos
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A analise estatistica que comparou a porcentagem de inibicdo do

crescimento celular das MPs experimentais e brancas (CIMso) em relacdo ao grupo

controle, ndo mostrou diferenca significativa entre os tempos de 6 h, 12 h e 24 h. Para

a comparacao entre grupos, nos tempos de 6 h, 12 h e 24 h, ndo houve diferenca

significativa entre eles, mostrando entdo um comportamento semelhante das MPs em

cada tempo testado (Tabela 5).

Tabela 5. Analise estatistica entre cada grupo, MPs experimentais e brancas (teste de

Kruscall-Wallys), em cada tempo (teste de Friedman) para verificar se houve diferenca

significativa (p<0,05), para o teste Alamar Blue® CIMso, para os valores de % de

inibic&o.

GRUPOS 6h 12h p-valor entre tempos

MD o MD o MD 1{e]

EOso -0,3% 27,0% 4,0% 151% 4,8% 10,5% 0,879
EGN10so0 3,0% 11,3% 6,6% 143% 3,8% 6,0% 0,770
EGN20s0 18,5% 19,2% 18,5% 11,1% 19,0% 11,6% 0,814
EN10so 18,3% 11,0% 7,0% 1,2% 1,4% 2,2% 0,110
EN20so -3,7% 12,6% 6,1% 9,8% 1,1% 5,8% 0,791
GO0so 26,4% 10,1% 17,5% 10,5% 11,2% 9,7% 0,204
GN10so 20,4% 11,1% 6,6% 9,2% 8,8% 5,7% 0,633
GN20s0 12% 82% 8,4% 10,3% 4,5% 7,5% 0,758
p-valor entre grupos 0,143 0,298 0,444

MD= mediana; 11Q= intervalo interquartil.
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A analise das leituras de fluorescéncia obtidas pelo teste Alamar
Blue®, CIMso (tabela 6), mostra que houve diferencga estatistica entre os tempos 6h,
12 h e 24h. Dessa forma, observa-se que houve a proliferagéo celular esperada ao
longo do tempo. Quando comparados todos 0s grupos entre si dentro cada tempo,
nao houve diferenca significativa entre eles, independentemente de ser controle,
DMSO ou MPs aplicada.

Tabela 6. Andlise estatistica de cada grupo de MPs experimentais, brancas, DMSO e
controle (teste de Kruscall-Wallys) em cada tempo (teste de Friedman) para verificar
se houve diferenca significativa (p<0,05) entre eles, para o teste Alamar Blue® ClMso,

para os valores de fluorescéncia.

6h 12h 24h p-valor entre tempos
GRUPOS
MD 1Q MD Q MD 1Q

Controle 540,3 172,9 1040,8 244,4 14749 279,0 <0,001
DMSO 432,0 1231 959,8 126,8 1597,6 151,7 <0,001
EOso 447,0 270,6 844,5 307,9 1162,6 320,4 <0,001
EGN10so 466,7 1241 889,8 165,6 1450,1 298,0 <0,001
EGN20s0 458,1 1277 943,9 220,8 1453,8 226,0 <0,001
EN10s0 376,4 1259 868,6 159,5 1358,3 260,2 <0,001
EN20s0 349,4 78,0 853,3 133,8 14845 200,0 <0,001
GO0so 365,8 171,7 843,3 2225 1347,9 225,4 <0,001
GN10s0 331,2 1154 823,7 150,5 1436,7 200,9 <0,001
GN20s0 345,8 130,2 767,5 197,0 1408,9 2171
p-valor entre grupos 0,078 0,489 0,428

MD= mediana; 11Q= intervalo interquartil.



78

A andlise estatistica que comparou os valores de porcentagem de
inibicdo dos grupos quando comparados ao grupo controle (C), e a comparacao
realizada entre cada tempo (6 h, 12 h e 24 h) mostra diferenca significativa para os
grupos EN20s0, GOso, GN10so, denotando um decréscimo de inibicdo ao longo do
tempo. Quando comparados 0s grupos entre si em cada tempo, ndo houve diferenca

significativa.

Tabela 07. Andlise estatistica entre cada grupo, MPs experimentais e brancas (teste
de Kruscall-Wallys), em cada tempo (teste de Friedman) para verificar se houve
diferenca significativa (p<0,05) quando comparado ao grupo controle (C), para o teste

Alamar Blue® CIMso, para os valores de % de inibicao.

GRUPOS 6h 12h 24h p-valor entre tempos
MD 1Q MD 1Q MD 1Q

EOso0 17,7% 16,6% 17,8% 12,0% 14,8% 12,8% 0,898
EGN10s0 14,1% 26,5% 13,4% 16,7% 3,5% 17,9% 0,251
EGN20s0 14,8% 20,6% 11,7% 13,7% 9,9% 8,9% 0,161
EN10so0 30,7% 16,5% 18,8% 11,5% 10,0% 13,0% 0,438
EN20s0 35,0% 12,4% 14,8% 10,3% 5,1% 11,9% 0,011
GOso0 33,0% 18,00 21,2% 12,2% 16,6% 5,9% 0,039
GN10so0 39,0% 14,3% 23,0% 7,7% 4,9% 7,4% 0,035
GN20s0 35,6% 18,8% 23,4% 125% 8,4% 9.2% 0,089
p-valor entre grupos 0,529 0,817 0,448

MD= mediana; 11Q= intervalo interquartil.
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5.2 RESULTADOS REFERENTES AOS VALORES OBTIDOS PELA LEITURA DE
ABSORBANCIA DO TESTE MTT

5.2.1 Andlise qualitativa para classificacdo dos materiais testados seguindo a norma
ISO (INTERNATIONAL STANDARDS ORGANIZATION, 2009).

Na tabela 8 e gréfico da figura 3, os valores da mediana e intervalos
interquartis da porcentagem de inibicdo da proliferagéo celular das MPs testadas
foram representados. Para as leituras de absorbancia, pelo teste MTT, para as MPs
ClIMsp, quando se observam os valores de porcentagem de inibicdo, verifica-se que
todas as MP apresentaram mediana superior a 25% e inferior a 50%, sendo
consideradas com efeito levemente citotoxico. As particulas GN10so e GN20so foram
consideradas nao citotoxicas, pois apresentaram porcentagem de inibicdo inferior a
25%.

Tabela 08. Porcentagem de inibicdo em relacdo ao controle para o teste MTT, ClMso.

GRUPOS % de inibicdo em relagdo ao controle
M MD DP  Perc 25% Perc75% Min Max

EOso 29,3% 37,1% 16,5% 18,1% 39,0% 0,0% 48,2%
EGN10so0 355% 36,4% 8,7% 27,9% 39,8% 22,2% 49,2%
EGN20s0 36,4% 37,8% 17,0% 28,0% 42,5% 5,6% 63,9%
EN10so 40,3% 41,2% 12,2% 30,1% 49,5% 22,9% 56,0%
ENZ20s0 44,1% 40,8% 16,5% 38,6% 51,0% 20,6% 70,3%
GOso 39,4% 36,7% 18,8% 28,1% 59,8% 11,3% 63,5%
GN10so 14,0% 16,4% 9,0% 11,3% 17,4% 0,0% 26,9%

GN20s0 20,8% 18,0% 14,9% 13,2% 240% 6,1% 57,2%
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Figura 3. Valores (mediana e amplitude interquartis) de porcentagem de inibicdo das

MPs na CIMso em relacéo ao grupo controle (Cso).
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Na Tabela 9 e no gréfico da figura 4, os valores de mediana da
porcentagem de inibicdo da proliferacdo celular das MPs testadas foram
representados.

Para as leituras de absorbancia, pelo teste MTT, para as MPs ClMsp,
guando se observam os valores de porcentagem de inibicdo, verifica-se que todas as
MPs apresentaram mediana superior a 25% e inferior a 50%, sendo consideradas com

efeito levemente citotoxico, exceto a particula Eso, que foi ndo citotoxica.

Tabela 09. Porcentagem de Inibicdo em relacéo ao controle para o teste MTT, ClMso

(intensidade).

GRUPOS % de inibicdo em relacédo ao controle
M MD DP  Perc25% Perc75% Min Max

EOso0 25,8% 19,8% 14,3% 16,6% 39,9% 6,2% 42,9%
EGN10so0 37,9% 38,1% 18,0% 31,4% 48,2% 0,0% 60,7%
EGN20s0 31,2% 33,4% 17,1% 18,5% 39,0% 6,8% 55,9%
EN10so0 352% 34,6% 11,3% 28,4% 39,8% 20,9% 51,7%
EN20s0 36,0% 41,8% 16,6% 29,2% 43,3% 0,0% 58,9%
GO0so 30,8% 32,9% 19,8% 19,7% 46,5% 0,0% 53,1%
GN10so0 29,6% 29,6% 13,8% 22,0% 40,7% 3,6% 50,8%

GN20s0 31,3% 32,0% 13,8% 22,3% 40,8% 9,9% 51,0%
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Figura 4. Valores (mediana e amplitude interquartis) de porcentagem de inibicdo das

MPs na CIMso em relag&o ao grupo controle.
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5.2.2 Comparacao estatistica (analise quantitativa dos dados)

Os valores (MD, Perc 25% e Perc 75%) de densidade 6ptica obtidos pelo

teste MTT, na MICso, das MPs experimentais e das MPs brancas estdo demonstradas

na tabela 10. As comparacfes entre o grupo controle (C) e DMSO né&o encontraram

diferenca estatistica. Portanto as comparacfes com os demais grupos foram sempre

realizadas com o grupo controle, tendo sido encontradas diferengas significativas

entre os grupos de MPs em relagao a este.

Tabela 10. Mediana, percentil 25% e percentil 75% dos valores de densidade Optica

obtidos pelo teste MTT, na CIMso. Valores analisados e comparacdes entre grupos

feitos pelo teste U de Mann-Withney.

Grupo MD Min Max Perc 25% Perc 75% p-valor em relacéo ao controle*
Controle** 0,885 0,674 1,169 0,817 0,983 Ref
DMSO** 0,684 0,582 0,994 0,615 0,726 -
EOso 0,582 0,525 1,021 0,532 0,725 0,001
EGN10so 0,619 0,442 0,653 0,537 0,637 <0,001
EGN20sg0 0,541 0,371 0,807 0,480 0,664 <0,001
EN10so 0,519 0,446 0,671 0,475 0,584 <0,001
EN20s0 0,519 0,305 0,691 0,409 0,631 <0,001
GOso 0,600 0,318 0,741 0,378 0,659 <0,001
GN10so 0,772 0,636 1,021 0,714 0,859 0,015
GN20s0 0,746 0,440 0,843 0,661 0,784 <0,001

M=média; DP=desvio padrdo; MD=mediana; Min=minimo; Max=maximo; Perc=percentil; *p-valor ao teste U de

Mann-Withney; **controle e DMSO néo tiveram diferencga estatisticamente significativa entre si (p=0,177)
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Os valores (MD, Perc 25% e Perc 75%) de densidade 6ptica obtidos
pelo teste MTT, na MICso, das MPs experimentais e das MPs brancas estédo
demonstradas na Tabela 11. As comparacdes entre o grupo controle e DMSO nao
encontraram diferenca estatistica. Portanto as compara¢cfes com os demais grupos
foram sempre realizadas com o grupo controle (C). Foram encontradas diferencas

significativas entre os grupos de MPs em relagéo ao grupo C.

Tabela 11. Mediana, percentil 25% e percentil 75% dos valores de densidade éptica
obtidos pelo teste MTT CIMso. Valores analisados e comparagdes entre grupos feitas

pelo teste U de Mann-Withney.

p-valor em relacéo ao

Grupo MD Min Max Perc 25%  Perc 75%
controle*
Controle** 0,885 0,674 1,169 0,817 0,983 Ref
DMSO** 0,684 0,582 0,994 0,615 0,726 -
EOso 0,693 0,518 0,911 0,587 0,698 <0,001
EGN10so 0,549 0,404 1,101 0,451 0,627 <0,001
EGN20s0 0,628 0,441 0,778 0,531 0,710 <0,001
EN10s0 0,605 0,403 0,688 0,547 0,652 <0,001
EN20s0 0,597 0,358 0,863 0,531 0,616 <0,001
GO0so 0,613 0,408 0,849 0,550 0,699 <0,001
GN10s0 0,613 0,506 0,805 0,593 0,651 <0,001
GN20s0 0,608 0,496 0,784 0,568 0,676 <0,001

M=média; DP=desvio padrdo; MD=mediana; Min=minimo; Max=maximo; Perc=percentil; *p-valor ao
teste U de Mann-Withney; **controle e DMSO ndo tiveram diferenca estatisticamente significativa
entre si (p=0,177)
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, a citotoxicidade de seis microparticulas (MPs)
poliméricas (EN10, EN20, GN10, GN20, EGN10, EGN20), foi testada em duas
concentracOes efetivas para inibicdo de Candida albicans (CIMso e ClMso), pelos
testes Alamar Blue® e MTT. Quando os dados de fluorescéncia foram analisados de
forma quantitativa, para inferéncias estatisticas, para o teste Alamar Blue®, ndo houve
diferenca significativa da viabilidade celular promovida pelas MPs em relacdo grupo
controle. Além disso, todas as MPs se comportaram de maneira similar dentro dos
tempos avaliados. A diferenca estatistica encontrada foi somente quando os grupos
foram analisados ao longo dos tempos de 6 h, 12 h e 24 h, indicando que houve a
proliferacéo celular esperada para todos os grupos. Para o teste MTT, todas as MPs
se comportaram de forma diferente (inibicdo celular), quando comparadas ao grupo
controle, exceto o grupo DMSO, cuja densidade Optica ndo apresentou diferenca
estatistica significativa em relacao ao controle. Ja quando os valores de porcentagem
de inibicdo celular em relagéo ao controle sdo analisados quantitativamente, no teste
Alamar Blue®, para a MPs ClMso, ndo houve diferencga estatistica ao longo dos tempos
testados, ou seja, as MPs mantiveram o mesmo padrdo de comportamento. Na
comparacao das porcentagens de inibicdo para as MPs ClMso, as particulas EN20so,
GO0so e GN10s0 apresentaram diferenca significativa ao longo dos tempos de 6 h, 12 h
e 24 h. No tempo de 6 h os valores foram estatisticamente maiores, porém nos demais
tempos ja se apresentavam estatisticamente iguais as demais. E quando se
compararam todas as MPs dentro de cada tempo, ndo houve diferenca estatistica
entre elas, demonstrando n&o toxicidade.

O teste do Alamar Blue® tem sido utilizado na investigacdo de
citotoxicidade de farmacos encapsulados (HAMID et al., 2004). Da mesma forma o
MTT € um teste largamente utilizado na investigacdo da citotoxicidade de materiais
microparticulados (KURT et al., 2017), farmacos (ZHENG, AUDUS, 1994), materiais
adesivos (DEVENGENCIE et al., em 1997; DE GOMES et al., 2011; LEE et al., 2015),
entre outros materiais odontolégicos (CAMPANHA et al.,, 2006). Em um estudo
anterior (HAMID et al., 2004), os ensaios Alamar Blue® e MTT, conjuntamente,
forneceram informacOes Uteis para identificar 117 drogas de diversas areas
terapéuticas citotoxicas in vitro nos estagios iniciais da selec¢ao (screening), tendo sido

mais sensivel o teste Alamar Blue® em comparagdo com o MTT. Assim, no presente



86

estudo, que pretende auxiliar na selecédo inicial de uma ou mais MPs poliméricas que
possam vir a ser incorporadas em futuras formulacdes farmacéuticas, optou-se pela
utilizagdo desses dois testes largamente utilizados. O teste MTT pareceu ser mais
sensivel para detectar inibicdo da proliferacdo celular, uma vez que a maioria das MPs
se comportou estatisticamente diferente em relacdo ao controle. Tem sido
recomendado que, quando da utilizacdo de ambos os testes utilizados, o avaliador
considere a possibilidade de ocorréncia de falsos positivos e negativos devido a
inibicdo ou inducdo de enzimas metabolizadoras que poderia levar a interpretacoes
errbneas (HAMID et a., 2004). Em revisdo de literatura que compara o teste Alamar
Blue® e o MTT (RAMPERSAD, 2012), considera-se o sal de tetrazélio mais citotéxico
porque os cristais de formazan produzidos a partir da reducdo dos sais devem ser
solubilizados com DMSO ou HCl/isopropanol, que destroi as células sob investigacéo,
e experimento no curso de tempo ndo podem ser realizados. O teste Alamar Blue®
contorna muitos dos problemas de incompatibilidade descritos e oferecem muitas
vantagens sobre o0s sais de tetrazélio, o que explicaria o fato das MPs terem
apresentado diferenca estatistica em relagdo ao controle no teste MTT.

Além disso, as ocorréncias de citotoxicidade para o Alamar Blue®
devem ser vistas no presente estudo com cuidado, pois ndo foram encontradas
apenas inibicdes de viabilidade celular, mas também houve a ocorréncia de sua
estimulacdo, em relagéo ao grupo controle, o que poderia significar maior proliferacao
celular. Para O’Brien et al., 2000, o acumulo do produto fluorescente (resultante da
acdo de enzimas mitocondriais) poderia causar uma superestimacao da populacéo.
Ramperstad também afirmou, em 2012 (RAMPERSAD, 2012) que a composicdo do
meio de cultura e os préprios materiais, uso de dispersantes ou outros aditivos e o tipo
de células usadas no ensaio também podem afetar o resultado do teste. Portanto
ressalta a necessidade do uso de mais de um teste para se determinar a citotoxicidade
de novos materiais. O teste Alamar Blue®, MTT e Vermelho Neutro foram utilizados
para avaliar toxicidade de nanoparticulas de prata e verificou-se que o ensaio de
Rezazurina foi o teste com menos interferéncia quando comparado aos outros ensaios
(MELLO et al., 2020).

O farmaco que foi selecionado para encapsulacdo nas MPs, a
nistatina (N), € insolivel em meio aquoso. Por essa razéo a solubilizagcado das MPs foi
realizada em DMSO (BOROS-MAJEWSKA et al., 2015), na concentragéo final de 1%

e esta ndo resultou em citotoxicidade direta. O DMSO é um solvente organico usado
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tanto na dissolucéo de substancias lipofilicas, quanto como crioprotetor para células
em experimentos in vitro (HEBLING et al., 2015; SUMIDA et al., 2011, VRANA et al.,
2011). Também vem sendo utilizado como veiculo para véarios medicamentos
(HEBLING et al., 2015), e usado para solubilizar medicamentos pouco sollveis em
ensaios de permeabilidade (VIOLANTE et al., 2002).0 uso do DMSO como solvente
€ considerado seguro, em até 3% de concentracdo no meio de cultura, ndo causando
efeito citotéxico (SUMIDA et al., 2011; INTERNATIONAL STANDARDS
ORGANIZATION, 2009; SEMIS et al., 2010; ZHENG, AUDUS, 1994). Alguns estudos
afirmam que até a concentracdo de 10%, o DMSO nao apresentou potencial de
toxicidade (da VIOLANTE et al., 2002).

Os tempos testados para o teste Alamar Blue® também néo
influenciaram diretamente para que houvesse um aumento da citotoxicidade, e alguns
materiais promoveram sua reducao. Os testes foram realizados em 6 h, 12 he 24 h
para que se simulasse o tempo em que um usuario de prétese removivel
permaneceria com o adesivo na cavidade oral. O Alamar Blue®, no estudo realizado
por O'Brien et al., em 2000 (O’BRIEN et al., 2000) foi considerado mais valioso como
medida para o tempo final para citotoxicidade do que como medida cinética (ao longo
dos tempos estudados) para monitorar o crescimento celular, o que afirma a
similaridade dos niveis de citotoxicidade entre os tempos avaliados, na maioria dos
grupos testados.

As MPs também foram classificadas (analise qualitativa), como instruiu
a norma INTERNATIONAL STANDARDS ORGANIZATION, 2009, de acordo com 0s
valores de porcentagem de inibicdo do crescimento celular em relacédo a cultura C,
com padréo de crescimento de 100%. De acordo com o teste Alamar Blue®, tendo as
MPs sido testadas na CIMso, apenas a GOso foi classificada como levemente citotoxica
e apenas quando analisada num periodo de 6 h de incubacédo, tornando-se néo
citotdéxica nos tempos seguintes, o que denota uma reducdo de toxicidade ao longo
do tempo. Todas as outras MPs analisadas na CIMso em todos os tempos foram nao
citotoxicas. Para a dose CIMso, no tempo de 6 h, demonstraram apenas leve
citotoxicidade as MPs EN10so, EN20s0, GOso, GN10so e GNZ20s0, segundo a
classificagao da 1ISO. No tempo de 12 h e 24 h, todos os grupos foram classificados
como nao citotdxicos. A citotoxicidade também foi avaliada pelo teste MTT, somente
no periodo de 24 h. Para os testes na CIMso, as MPs GN10so e GN20so foram as

Unicas classificadas como nao citotoxicas, as demais particulas foram classificadas
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como levemente citotoxicas. As analises para as particulas CIMso mostraram que a
MP EOso foi ndo citotoxica e as demais foram classificadas como levemente
citotéxicas. Mas essa classificacdo qualitativa ndo corrobora os resultados de
comparacao estatistica entre os grupos discutida nos paragrafos anteriores, em que
se verificou que todas as MPs, em todos os testes e tempos de incubacdo nao
apresentaram diferenca de crescimento em relacdo ao controle. Contrariando as
expectativas, a dose das MPs parece nao ter uma relagéo direta com a citotoxicidade
encontrada, haja visto que MPs que foram citotdéxicas na MICso, ndo o foram na MICso.
A composicdo, que variou entre dois polimeros utilizados e associacdo de ambos,
também nao interferiram para que diferencas fossem encontradas, exceto quando se
verificou que as duas MPs que continham apenas o polimero G na MICso se
mostraram ndo citotdxicas, nas leituras de absorbancia.

Os polimeros da familia Eudragit® tém sido largamente utilizados na
producado de farmacos (SALATIN et al., 2020; DALCIN et al., 2019; EL NAHAS et al.,
2017) e também vem sendo utilizado em formulagbes de adesivo para proteses
(Eudragit® L-100; CARTAGENA et al., 2017), devido a sua capacidade de formar
particulas de tamanho menores, superficie com carga positiva, forca bio-adesiva
moderada e excelente estabilidade (EL NAHAS et al., 2017). Citotoxicidade n&o tem
sido verificada nos compostos obtidos a partir de sua unido com diferentes farmacos
(DALCIN et al., 2019; EL NAHAS et al., 2017).

O polimero G é bastante utilizado em sistemas de liberagcéo controlada
de farmacos, sendo comumente usado em formulacdes de adesivos para préteses
dentarias, (GANTREZ MS-955® MS-955, 2018, CARTAGENA et al., 2017). Estudos
realizados tém demonstrado que estes polimeros ndo apresentam potencial de
citotoxicidade (EL NAHAS et al., 2017, IGLESIAS et al, 2017, LENG et al., 2018). Nas
leituras de fluorescéncia no tempo de 6 h, a MP contendo somente Gantrez MS-955®
(G0), apresentou citotoxicidade leve. Date et al, 2013., afirma que particulas de
Gantrez MS-955® teriam a capacidade de favorecer a penetracdo dos farmacos no
interior das células em testes de in vitro, aumentando assim o nivel de toxicidade do
farmaco, mas isso nao foi verificado nas MPs do presente estudo.

As MPs testadas foram incorporadas com N. E amplamente aceito
que a atividade e toxicidade da N dependem da presenca e do tipo de esterois da
membrana celular (SANTOS et al., 2017). A N obtida de Streptomyces noursei, liga-

se ao ergosterol da membrana plasmatica fungica e forma poros que a torna mais
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permedavel, causando perda de potassio intracelular com efeito fungicida (QUINDOS
et al., 2019). Novos medicamentos contendo N na composicdo vem sendo
desenvolvidos e testados em relacdo a sua toxicidade (SEMIS et al., 2010). Segundo
Zager, em 2000 (ZAGER., 2000), este farmaco apresenta potencial de
nefrotoxicidade, limitando assim seu uso clinico. Em teste de citotoxicidade, encontrou
gue a N parece ser menos toxica que a anfotericina B (em contraste com a visdo
clinica predominante). Essa citotoxicidade diminuida pode ocorrer devido a
composicao lipossdmica da N.

Pode-se observar que nenhuma MP utlizada foi considerada
moderadamente ou altamente citotdxica. Levando-se em consideracdo somente estes
testes, pode-se dizer que a particula GN10so seria a mais indicada para ser utilizada.
Porém, outros testes, como eficiéncia de encapsulacdo, testes de liberacdo do
farmaco e testes microbiolégicos devem ser também analisados. Assim como outros
testes de citotoxicidade celular, que analisem outras vias metabdlicas, que néo a
respiracao celular, poderiam ser realizados. Para que entdo testes secundarios em

animais e terciarios (clinicos) possam vir a ser executados.
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7 CONCLUSAO

A toxicidade néo pareceu ser dependente da concentracéo (CIMso ou
CIMs0), e das composicdes das MPs também néo influenciaram os valores de
toxicidade.

A Unica MP gue ndo demonstrou citotoxicidade em todos os tempos
de incubacéo e testes foi a GN10so.

A maioria das MPs em algum momento de algum teste se apresentou
levemente citotoxica, porém nenhuma foi considerada moderadamente ou altamente

citotoxica.
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APENDICE A — VALORES DE PROLIFERACAO CELULAR
Tabela 1. Valores originais de proliferacdo celular obtidos a partir de leitura de

fluorescéncia na primeira ocasiao, em 6 horas, para cada grupo avaliado.

REPETICAO 1 2 3 4 5 6
GN 10 - 50 920,8 877,3 1051,9 -

GN20 - 50 965,1 708,9 12421 - - -
EN10 - 50 881,66 912,76 942,36 - - -
EN20 - 50 1062,64 702,54 1185,64 - - -

EGN10 - 50 971,42 959,42  1218,42 - - -
EGN20 - 50 804,01 689,11 857,51 - - -

GN 10 -80 944,2 784,2 735 - - -
GN20 - 80 1081,31 690,51 578,31 - - -
EN10 - 80 892,2 736,3 626,6 - - -
EN20 - 80 841,68 928,48 709,38 - - -

EGN10 - 80 810,76 889,76 485,86 - - -
EGN20 - 80 1027,15 727,05 543,85 - - -
G 805,6 953,2 845,6 808,4 678,6 591,9

E 844,52 716,52 592,52 986,94 835,63  1448,94
DMSO 1% 885,77  1019,77 1148,77 802,84 825,14 826,04
Controle 1233,56 827,06  1316,56 797,9 922,7 1068,6

Tabela 2. Valores originais de proliferacdo celular obtidos a partir de leitura de

fluorescéncia na primeira ocasido, em 12 horas, para cada grupo avaliado.

REPETICAO 1 2 3 4 5 6
GN 10 -50 503,3 360,5 391 -

GNZ20 -50 536,87 238,77 594,57 - - -
EN10 - 50 460,49 444,09 369,99 - - -
EN20 - 50 580,21 244,01 563,51 - - -

EGN10 - 50 527,26 526,56 736,06 - - -
EGN20 - 50 452,66 266,86 442,86 - - -
GN 10-80 331,19 270,19 282,59 - - -

GNZ20 - 80 473,23 191,83 194,53 - - -
EN10 - 80 376,4 295,1 213,3 - - -
EN20 - 80 328,72 388,52 251,72 - - -

EGN10 - 80 317,32 418,62 146,32 - - -
EGN20 - 80 481,89 259,29 152,39 - - -
G 400,1 267,5 2957 311,53 436,83 395,03

E 544,88 367,96 952,88 447,03 353,33 200,83
DMSO 1% 452,46 371,96 516,06 393,59 330,89 277,59

Controle 695,82 354,52 805,42 407,07 436,77 560,17
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Tabela 3. Valores originais de proliferacdo celular obtidos a partir de leitura de

fluorescéncia na primeira ocasiao, em 24 horas, para cada grupo avaliado.

REPETICAO 1 2 3 4 5 6
GN 10 -50 1548,7 14477 1748,7 -

GN20 -50 1621,8 1247,8 2052,8 - - -
EN10 - 50 1471,99 1519,99 1572,99 - - -
EN20 - 50 1688,6 1316,6 2014,6 - - -

EGN10 - 50 1629,28 1595,28 1956,28 - - -
EGN20 - 50 1322,88 1297,88 1375,88 - - -
GN 10-80 1614,7 1436,7 1232,7 - - -
GN20 - 80 1846,75 1479,75 1293,75 - - -
EN10 - 80 1527,29 1358,29 1229,29 - - -
EN20 - 80 1490,27 1643,27 1358,27 - - -
EGN10 - 80 1450,08 1735,08 1114,08 - - -
EGN20 - 80 1725,79 1453,79 1109,79 - - -
G 1404,58 1722,58 1358,58 1384,02 1252,02 1069,02

E 1445,76  1231,76 1136,7/6 1564,94  1568,94 2220,94
DMSO 1% 1494,67 1686,67 1876,67 1341,83 1452,83 1471,83
Controle 2011,64 1413,64 214/,64 1380,77 1503,77 1728,77

Tabela 4. Valores originais de proliferacdo celular obtidos a partir de leitura de

fluorescéncia na segunda ocasido, em 6 horas, para cada grupo avaliado.

REPETICAO 1 2 3 4 5 6
GN 10 -50 600,74 321,84 252,64 -

GN20 - 50 502,82 284,92 226,82 - - -
EN10 - 50 604,66 377,06 298,46 - - -
EN20 - 50 591 387,4 327,9 - - -

EGN10 - 50 533,45 294,15 233,25 - - -
EGN20 - 50 380,71 320,51 194,51 - - -
GN 10 -80 262,48 545,38 352,88 - - -

GN20 - 80 248,53 427,53 322,53 - - -
EN10 - 80 308,76 533,16 468,86 - - -
EN20 - 80 332,63 448,63 333,23 - - -

EGN10 - 80 468,95 503,05 447,85 - - -
EGN20 - 80 270,58 509,48 374,68 - - -
G 188,31 345,91 365,81 540,12 379,72 306,72

E 260,47 462,67 301,47 516,43 215,53 418,73
DMSO 1% 547,42 314,72 319,72 307,91 488,61 327,91

Controle 601,64 539,54 360,54 260,3 656,5 855,7




