UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGCAO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ODONTOLOGIA - MESTRADO
AREA DE CONCENTRAGAO: CLINICA INTEGRADA

ADELAIDA SANCHEZ ALIAGA

EFEITO DA INCORPORAGAO DE FARMACOS ANTIFUNGICOS SOBRE A
MORFOLOGIA DE SUPERFICIE E A LIBERACAO IN VITRO DE MATERIAIS
MACIOS TEMPORARIOS PARA BASE DE PROTESE

PONTA GROSSA

2014



ADELAIDA SANCHEZ ALIAGA

EFEITO DA INCORPORAGAO DE FARMACOS ANTIFUNGICOS SOBRE A
MORFOLOGIA DE SUPERFICIE E A LIBERAGAO IN VITRO DE MATERIAIS
MACIOS TEMPORARIOS PARA BASE DE PROTESE

Dissertagdo apresentada para obtengao do titulo
de Mestre em Odontologia na Universidade
Estadual de Ponta Grossa, Area de concentracao
em Clinica Integrada. Linha de pesquisa em
Propriedades Fisico-Quimicas e Biolégicas dos
Materiais.

Orientadora: Profa. Dra. Vanessa Migliorini Urban
Co-orientador: Prof. Dr. Paulo Vitor Farago

PONTA GROSSA

2014



Ficha Catalogréfica
Elaborada pelo Setor de Tratamento da Informacdo BICEN/UEPG

Al'i aga, Adel ai da Sanchez

A398 Ef eito da i ncorporacdo de farnmacos
anti fungi cos sobre a norfol ogi a de
superficie e a liberacdo in vitro de
materiais maci os tenporari os para base de
pr 6t ese/ Adel ai da Sanchez Aliaga. Ponta
G ossa, 2014.

135f.

~ Dissertacéao (Mestrado em CQdontol ogi a -
Area de Concentracdo: Cinica |Integrada),
Uni ver si dade Est adual de Ponta G ossa.
Oientadora: Prof2 Dr2 Vanessa
M gliorini U ban.
Co-Orientador: Prof. Dr. Paulo Vitor
Far ago.

1. Estomatite sob Protese.
2. Reenbasador es de Dent adura.
3. Anti-Infecciosos. 4. M croscopia
El etr6ni ca de Varredura. 5. M croscopia
Confocal . |.Urban, Vanessa Mgliorini.
I'l. Farago, Paulo Vitor. IIl. Universidade
Est adual de Ponta Grossa. Mestrado em

CDD: 617.6




ADELAIDA SANCHEZ ALIAGA

EFEITO DA INCORPORAGAO DE FARMACOS ANTIFUNGICOS SOBRE A
MORFOLOGIA DE SUPERFICIE E A LIBERAGAO IN VITRO DE MATERIAIS
MACIOS TEMPORARIOS PARA BASE DE PROTESE

Dissertacdo apresentada para obtencédo do titulo de Mestre em Odontologia na
Universidade Estadual de Ponta Grossa, Area de concentracdo em Clinica
Integrada. Linha de pesquisa em Propriedades Fisico-Quimicas e Biolégicas dos

Materiais.

Ponta Grossa, 21 de fevereiro de 2014.

M&&m‘\l/bé'm&w

Profa. Dra. Vanessa Migliorini Urban — Orientadora
Doutora em Reabilitagédo Oral — Area de Protese
Universidade Estadual de Ponta Grossa

Profa. Dra\Nara H am apha Bombarda
ral — Area de Protese
Universidad e Ponta Grossa

N Hermana Neppelenbroek
Doutora em Reabilitagdo Oral — Area de Prétese
Universidade de S&o Paulo — Faculdade de Odontologia de Bauru




DADOS CURRICULARES
Adelaida Sanchez Aliaga

NASCIMENTO 03.09.1977 Lima — Peru

FILIACAO Adelaida Aliaga Chavez
Mauro Jorge Sanchez Velasquez

1996-2000 Curso de Graduacdo em Estomatologia da
Universidade Peruana Cayetano Heredia
(UPCH) Lima - Peru

2012-2014 Curso de Pdés-Graduagdo em Odontologia
da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(UEPG) Nivel de Mestrado, Area de
Concentragdao em Clinica Integrada, Linha
de Pesquisa em Propriedades Fisico-
Quimicas e Bioldgicas dos Materiais

2013-2014 Curso de Aperfeicoamento em
Implantodontia - Fases cirurgica e protética
da Associacao Brasileira de Odontologia —
Secédo Parana (ABO-PR)

2013-2014 Associacdo a ABO-PR

2013-2014 Associagdo a Sociedade Brasileira de

Pesquisa Odontoldgica (SBPgO)



Dedicatoria
A Qeus, por ter me carregado sempre nas maos e nunca abandonado.

“Grande coisa € haver recebido do céu uma particula da sabedoria, o dom de achar as
relagdes das coisas, a faculdade de as comparar e o talento de concluir!”

Machado de Assis

Aos meus pais ?lﬁ/eﬁziﬁ/a e 90@3, pela vida, por terem me ensinado que tudo se

consegue com esfor¢co e sacrificio, por terem sempre a palavra certa para meu
espirito, pelo colo, o abragco e o beijo a cada instante, por acompanharem meus
passos e me acalmarem nas dificuldades. Amo muito!

“Quem ama extremamente, deixa de viver em si e vive no que ama.”

Platiio

Aos meus irmaos Mar@ne, Sixﬁna, 90@3, por todos os momentos fraternos, pelo

apoio e amor. Adoro vocés!

““Eu gosto de olhos que sorriem, de gestos que se desculpam, de toques que sabem conversar
e de siléncios que se declaram.”

Machado de Assis

A memoria do meu avo Pemadstenes.

““A vida ndo passa de uma oportunidade de encontro; sé depois da morte se da a juncao; os
corpos apenas tém o abraco, as almas tém o enlace.”

Victor Hugo

A minha avé Sixﬁna, pelo carinho, pela cumplicidade e pelo exemplo de mae.

Dedico estz trabalho

“Gracias a la vida que me ha dado tanto
Me dio dos luceros que cuando los abro
Perfecto distingo lo negro del blanco
Y en el alto cielo su fondo estrellado
Y en las multitudes el hombre que yo amo.”

Parte da cancao "Gracias a la vida" da compositora chilena Violeta Parra



Fljmaécimenfoy especiais

A minha orientadora Profa. Dra. Vanessa Myﬁoﬁni Urban, pela paciéncia,

dedicacdo e tolerancia, pela orientagdo minuciosa e detalhada desta Dissertacao,
por me ensinar que a paciéncia e a perseveranga sao fundamentais. A sua
competéncia, como professora e pesquisadora, serve-me como exemplo e estimulo.
Obrigada pela amizade e carinho.

Ao meu co-orientador ?rof Or. Paulo Vitor "Far@o, pela disponibilidade para

responder minhas duvidas, recebendo-me com carinho € nunca medindo esforgos
para me ouvir, por me contagiar a paixao pelas coisas, pela valiosa contribuicdo
cientifica no desenvolvimento deste trabalho. Obrigada pelo carinho e amizade.



Flﬂm/ecimenfoy

A Universidade Estadual de Ponta Grossa, ao Secretario da Ciéncia, Tecnologia e do
Ensino Superior do Parana Prof. Dr. Joao Carlos Gomes e a Coordenadora do Programa
de Pés-Graduagado em Odontologia da UEPG Profa. Dra. Osnara Maria Mongruel Gomes,
pela oportunidade de realizagdo do Curso de Mestrado.

Aos Professores da Pds-Graduagcdo em Odontologia da UEPG Prof. Dr. Abraham Lincoln
Calixto, Prof. Dr. Benjamin de Melo Carvalho, Profa. Dra. Denise Stadler Wambier,
Prof. Dr. Carlos Roberto Berger, Prof. Dr. Fabio André dos Santos, Prof. Dr. Gibson
Luiz Pilatti, Profa. Maiza Taques Margraf Althaus, Profa. Denise Puglia Zanon, Profa.
Dra. Marcia Helena Baldani Pinto, Profa. Dra. Nara Hellen Campanha Bombarda, Profa.
Dra. Stella Kossatz Pereira, Prof. Dr. Ulisses Coelho, Prof. Dr. Vitoldo Antoénio
Kozlowski Junior, Prof. Dr. Alessandro Dourado Loguércio, Profa. Dra. Alessandra
Reis Silva Loguércio, Profa. Dra. Elizabete Brasil dos Santos, pelos ensinamentos,
conselhos, orientagdes, sugestdes e carinho.

A Coordenagido de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pelo
suporte financeiro concedido na forma de Bolsa de Mestrado durante todo o transcorrer do
Curso.

A Profa. Dra. Karin Hermana Neppelenbroek, por disponibilizar materiais e recursos
adquiridos com seu Auxilio Regular a Pesquisa obtido pela Fundagao de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP), permitindo que este trabalho pudesse ser
realizado.

Ao Dr. Milton Domingos Michél e ao Sr. Alex F. Coleti, pelo auxilio nas analises de
Microscopia Eletronica de Varredura e Microscopia Confocal Laser, respectivamente.

Ao Prof. Dr. Egon Schnitzler, pela disponibilidade em compartilhar seus conhecimentos em
analises térmicas.

Aos funcionarios Morgana das Gragas Procz dos Santos, Luiz Roberto Cantori e
Elizabete Munhoz.

As minhas queridas amigas Fabiana Madalozzo Coppla e Paola Zurita Baya, pela
amizade e carinho, pelos momentos de felicidade, pelas conversas, por se importarem
comigo e serem o conforto para a saudade. Vocés sempre estardao no meu coragao.

“Um amigo € aquele que sabe a cancéo de seu coragao e pode canta-la quando vocé tiver esquecido a
letra.”

Yulio Ramén Riéeym

Aos meus queridos amigos do Mestrado Sibelli Parreiras, Juliana Schaia, Fabiana
Siqueira, Juliana de Geus, Leticia Antonelo, Leticia Wambier, Gisele Dias, Thaynara
Boing, Johanna Sanchez, Anna Szesz, Andrés Montenegro, Andrés Millan, Camilo
Pulido e Andrés Davila, pela amizade, pelas risadas e pela parceria.

A todos que direta ou indiretamente contribuiram para a conclusdo desta pesquisa.



Sanchez-Aliaga, A. Efeito da incorporacao de farmacos antifungicos sobre a
morfologia de superficie e a liberagao in vitro de materiais macios temporarios
para base de prétese [Dissertacdo] Mestrado em Odontologia. Ponta Grossa:

Universidade Estadual de Ponta Grossa; 2014.
RESUMO

Objetivo: A proposta deste estudo foi avaliar a morfologia e a rugosidade de
superficie e a liberacao in vitro de materiais macios temporarios com incorporagao
de farmacos antifungicos, comumente utilizados para o tratamento da estomatite
protética, em suas concentragdes minimas inibitérias (CMI) ao biofilme de Candida
albicans. Material e métodos: As analises de superficie do condicionador de tecido
Softone (S) e do reembasador resiliente Trusoft (T) tanto controles como
modificados pela incorporagédo de nistatina (Ni), miconazol (Mc), cetoconazol (Ce),
diacetato de clorexidina (ClIx) e itraconazol (It) foram feitas por meio de microscopia
eletrénica de varredura e microscopia confocal laser. A liberagdo in vitro dos
farmacos Ni e ClIx foi quantificada utilizando espectrofotometria na regidao do
Ultravioleta visivel. Analises adicionais dos materiais contendo Ni e Clx foram feitas
utilizando calorimetria exploratéria diferencial (DSC). Os antifungicos foram
incorporados em suas CMI ao biofilme de C. albicans determinadas em estudo
prévio (Ni = 0,032 g; Mc = 0,256 g; Ce = 0,128 g; CIx = 0,064 g e It = 0,256 g/g do
material). Os corpos de prova foram armazenados em agua destilada a 37°C por até
14 dias previamente as analises. Resultados: O Softone apresentou morfologia
mais irregular que o Trusoft. Foi notada alteracdo de superficie em ambos os
materiais, principalmente naqueles contendo farmacos, com o aumento do tempo de
imersao. Os maiores e os menores tamanhos de particulas foram dos farmacos Clx
e It e Ni e Ce, respectivamente. Os grupos contendo CIx e It demonstraram
superficies extremamente porosas e irregulares. Os espécimes modificados
apresentaram valores superiores de rugosidade média (Ra) em relagdo aos
controles. Houve uma tendéncia de aumento de Ra apos 7 dias, seguida por uma
diminuicao a valores inferiores aos iniciais apoés 14 dias para o grupo controle e
aqueles contendo Ni, Mc e Ce. Ambos os materiais apresentaram cinética de
liberagdo biexponencial: rapida liberagao inicial seguida por uma liberagdo mais
lenta. O Softone liberou maior concentragdo dos farmacos que o Trusoft e a
clorexidina foi liberada em maior quantidade que a nistatina. As analises em DSC
revelaram Tg mais baixa para o Softone e que a temperatura de fusdo dos farmacos
pouco alterou apds terem sido incorporados aos materiais. Conclusao: A
incorporacgao de Clx ou It alterou mais significativamente a superficie dos mate

O Softone foi capaz de liberar maior concentracido dos farmacos CIx e Ni
detectada uma fraca ligagao quimica entre estes farmacos e os materiais avaliados.

Palavras-chave®: Estomatite sob Protese. Reembasadores de Dentadura. Anti-
Infecciosos. Microscopia Eletrbnica de Varredura. Microscopia Confocal.
Espectrofotometria Ultravioleta. Calorimetria Diferencial de Varredura.

*

Em acordo com os Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS) disponivel no dominio
http://decs.bvs.br



Sanchez-Aliaga, A. Effect of the addition of antifungals on the surface
morphology and the in vitro leaching from temporary soft denture materials
[Dissertacdo] Mestrado em Odontologia. Ponta Grossa: Universidade Estadual de
Ponta Grossa; 2014.

ABSTRACT

Purpose: The purpose of this study was to evaluate the surface morphology and
roughness and the in vitro leachability of temporary soft liners modified by the
incorporation of antifungals, generally used for the denture stomatitis treatment, in
their minimum inhibitory concentrations (MIC) for the biofilm of Candida albicans.
Material and methods: The surface analyses of the tissue conditioner Softone (S)
and the resilient liner Trusoft (T) modified or not by the addition of nystatin (Ny),
miconazole (Mc), ketoconazole (Ke), chlorhexidine diacetate (Chx), and itraconazole
(It) were made by using scanning electron microscopy and confocal laser
microscopy. In vitro leachability of Ny and Chx was measured using Ultraviolet visible
spectroscopy. Additional analyses of the modified materials containing Ny and Chx
were made using differential scanning calorimetry (DSC). The antifungals were
incorporated at their previously determined MIC for the biofilm of C. albicans (Ny =
0.032 g; Mc = 0.256 g; Ke = 0.128 g; Chx = 0.064 g; and It = 0.256 g/g of material).
The specimens were stored in distilled water at 37°C for up to 14 days previously to
the analyses. Results: Softone had more irregular surface morphology than Trusoft
did. Morphological changes were noted in both materials with increasing immersion
time, particularly in those containing drugs. Ny and Ke showed the smallest particle
sizes, while Chx and It showed the largest ones. Groups containing Chx and It
presented extremely porous and irregular surface. Modified specimens had superior
roughness (Ra) values in comparison with the control specimens. There was a trend
towards an increase in Ra parameter after 7 days, followed by a decrease to values
lower than the initial ones after 14 days, in the control and specimens with Ny, Mc,
and Ke. Both materials had biexponential kinetics of release: a rapid initial release
followed by a slower leaching. Softone leached more concentration of the antifungals
than Trusoft and chlorhexidine was released at higher concentration than nystatin.
DSC analysis revealed low Tg for Softone and that the fusion temperature of the
drugs changed little after they had been added to the materials. Conclusion: The
addition of Chx or It changed more significantly the surface of the materials. Softone
was able to release more drug concentration and it was noted a weak chemical bond
between the drugs and the evaluated materials.

Keywords®: Denture Stomatitis. Denture Liners. Anti-Infective Agents. Scanning
Electron Microscopy. Confocal Microscopy. Ultraviolet Spectrophotometry.
Differential Scanning Calorimetry.

*

Em acordo com os Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS) disponivel no dominio
http://decs.bvs.br
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1 INTRODUGAO

A infeccdo da cavidade bucal por Candida spp., denominada candidose
bucal, é considerada a infecgao fungica mais comum entre humanos, principalmente
em idosos e usudrios de proteses totais.” A candidose bucal relacionada a utilizagdo
de préteses removiveis, parciais ou totais, € denominada estomatite protética e é
considerada a lesdo mais frequente entre os usudrios dessas proteses.?> Apesar de
a etiologia da estomatite protética ser considerada multifatorial, a infeccao por
Candida spp., especialmente Candida albicans, € considerada o principal fator
etiolégico.* As espécies do género Candida vivem como comensais em diversas
partes do organismo da maioria dos individuos saudaveis. Porém, sob certas
condicbes ambientais, esses microrganismos podem colonizar mucosas e tecidos
como patégenos oportunistas.’ Alguns fatores predisponentes envolvidos no
desenvolvimento dessa patologia tém sido relatados: debilidade fisica, alergia,
idade, género, tabaco, consumo de alcool, estatus socioecondmico,
endocrinopatologias, deficiéncias nutricionais, antibidéticos de amplo espectro,
imunossupressores e alteracdes nos mecanismos imunoldgicos.®’® Fatores locais
associados a prétese também sao predominantes no desenvolvimento da estomatite
protética. Presenca de biofime,® trauma local causado pela protese,’
hiposalivacdo,”' uso continuo da prétese’ e alteragdo do pH da saliva’® sio

condigdes locais frequentemente relacionadas a essa patologia.

Os tratamentos direcionados a estomatite protética sdo variados, podendo
incluir terapia antifungica topica, medicag&o antifungica sistémica, cuidados com a
higiene bucal, procedimentos de limpeza e desinfecgdo das préteses, substituigao
de préteses antigas, eliminagéo de irregularidades anatomicas, restabelecimento de
oclusdo ndo-traumatica e restituicdo nutricional.’®'*"* Além disso, com o objetivo de
proteger e preservar a integridade do epitélio da mucosa, o paciente deve dormir
sem as proteses.’* A escolha de um tratamento ou a associacdo de mais de um

deles € um aspecto a ser considerado individualmente.

Se a terapia antifungica tépica for instituida, farmacos como nistatina e
miconazol podem ser utilizados.” Apesar de esses medicamentos serem eficazes
no alivio dos sinais e sintomas clinicos da estomatite associada a Candida spp.,

muitas vezes nao eliminam completamente esses microrganismos.4 Para pacientes
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imunossuprimidos, a terapia antifingica sistémica pode ser recomendada.'
Entretanto, € comumente observado um quadro de reinfecgdo da mucosa bucal em
até duas semanas apos o tratamento com antifungicos topicos ou sistémicos. Essa
reincidéncia tem sido atribuida a sobrevivéncia de Candida spp. devido a uma
concentracdo insuficiente do antifingico nas superficies das proteses.’ Assim, para
o tratamento da estomatite protética, € imprescindivel adotar métodos que reduzam

ou, de preferéncia, eliminem os microrganismos dessas superficies.'

O sucesso da aplicagado topica de farmacos na cavidade oral pode ser
comprometido por varios fatores, dentre os quais a falta de percepcéo da infecgao
pelos pacientes, necessidade de gastos com medicagao, uso continuo das proteses,
sabor desagradavel do medicamento'® e posologia rigorosa.’” Além disso, é dificil
manter a concentragdo efetiva da medicacao nos tecidos infectados em decorréncia
do fluxo salivar, dos movimentos da I|'ngua4 e da degluticdo, que rapidamente

|.18

dissolvem e eliminam qualquer farmaco da cavidade buca A insuficiéncia de

concentracdo adequada de antifungicos convencionalmente utilizados sobre a

superficie protética que mantém contato com os tecidos bucais também se deve a

colonizacdo microbiana em profundidade na resina acrilica'®?

1

e ao complexo

22,23,24

biofilme presente nessas superficies.?’ Tem sido observado que apoés a

adesao inicial dos blastéporos de Candida spp. a substratos como a resina acrilica,
uma camada de biofime €& rapidamente formada. As células inseridas em um
biofilme sdo embebidas em uma matriz de polimeros extracelulares, exibindo um
fendtipo muito diferente de células plancténicas. Em particular, as células em
biofiimes sdao menos susceptiveis a acado de farmacos antifungicos, havendo
aumento do grau de resisténcia com a maturacdo do biofilme.”® Testes de
susceptibilidade a farmacos antifungicos comumente utilizados para tratamento de
candidose como fluconazol, nistatina e clorexidina tém revelado resisténcia em
isolados de Candida spp. inseridos em biofimes em relacdo a formas
planctdnicas.?*?*?® Considerando esses aspectos, ao se reembasar uma prétese de
um paciente que apresenta os tecidos paraprotéticos infectados, o contato do
biofilme protético da resina acrilica da base com esses tecidos € eliminado. Assim,
os tecidos recobertos pela prétese passam a manter contato com o material
reembasador e os microrganismos presentes na base acrilica ndo continuam a

infecta-los.
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Materiais macios tém sido utilizados amplamente para impressédo dinamica,
sendo essenciais adjuntos no tratamento da mucosa bucal traumatizada por
reabsorcao do rebordo residual, danos na superficie interna das proteses removiveis
ou cirurgias.27 Isso se deve ao fato de esses materiais auxiliarem na recuperagao
dos tecidos que mantém contato com a base da prétese, assegurando conforto ao
paciente.® O material macio tem como funcdo absorver parte das forgas
mastigatorias incididas sobre a protese durante a fungdo, reduzindo, assim, a
energia transmitida aos tecidos paraprotéticos associados. Tal propriedade é
fundamental em rebordos altamente reabsorvidos para minimizar a possibilidade de
compressdo de terminagbes nervosas bem como nos casos de intolerancia do

paciente as bases acrilicas convencionais.?

Estes materiais macios podem ser classificados de acordo com o tempo de
permanéncia na cavidade bucal ou de acordo com sua composi¢ao. Assim, podem
ser de longa ou de curta duracgdo e a base de acrilicos ou de silicone.***"*2 No caso
dos materiais temporarios a base de acrilicos, os polimeros sao fornecidos na forma
de po contendo polietil metacrilato ou outros copolimeros®, os quais s3o misturados
ao liquido que contém 5 a 50% de alcool etilico e plastificantes como o dibutil ftalato,
butil ftalil butil glicolato, butil benzil ftalato, butil benzoato ou dibutil sebacato.*
Quando misturados, os solventes se difundem entre as pérolas poliméricas, as quais
intumescem e entdo dissolvem. O material resultante € formado por um gel com
cadeias poliméricas emaranhadas de caracteristica viscoelastica apropriada para
sua utilizagdo clinica.*® Uma vez que o pd ndo contém iniciadores e o liquido ndo
contém mondmeros, estes materiais consistem de polimeros amorfos né&o
reticulados.®® Devido ao pseudo entrelagamento das cadeias poliméricas,*® o
material perde rapidamente suas propriedades viscoelasticas com a liberacdo do
alcool e dos plastificantes para o meio oral.>®* Dessa forma, os materiais temporarios
sdo facilmente degradaveis e susceptiveis & colonizagdo microbiana,® o que pode
favorecer a instalacdo de processos patoldgicos como a estomatite protética bem
como dificultar o tratamento de infeccdes presentes.®*>° Ainda, somado a sua
porosidade, torna-se dificil sua higienizacdo e limpeza, uma vez que sao
significativamente menos resistentes a escovagcdo que as resinas acrilicas
convencionais*® e incompativeis com certas solucdes de limpeza para préteses

mesmo em curtos periodos de imersdo.*!*2
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Para prolongar a longevidade clinica dos condicionadores de tecido e
reembasadores resilientes e reduzir a possibilidade de acumulo de biofilme, alguns
autores propuseram métodos como a incorporagdo de farmacos antimicrobianos
nesses materiais."?"*® Essa combinacdo pode ser uma terapéutica légica no
tratamento da estomatite protética por varios fatores: 1) redugao do trauma causado
pela superficie interna de resina acrilica termopolimerizavel rigida das proteses
removiveis; 2) eliminagdo do contato da superficie contaminada com os tecidos
bucais e, consequentemente, do ciclo de reinfecgdo e 3) acdo dos farmacos
antimicrobianos incorporados ao material diretamente sobre os tecidos

infectados.'”*3

Neste contexto, a estomatite protética poderia ser tratada
previamente a confecgdo de novas proteses num periodo relativamente curto. Isso
porque, devido a sua degradacdo e enrijecimento gradual, a substituicdo dos
materiais macios temporarios por similares ou por reembasadores de longo prazo
nao deve ultrapassar duas semanas, periodo semelhante ao de um tratamento com
antifangico tépico convencional.’®'” Nos casos de perda de adaptagdo das bases
das préteses com a area de assentamento, o reembasamento com materiais macios
temporarios contendo farmacos antifungicos poderia minimizar o trauma tecidual,
além de prevenir o acimulo de biofilme até que novas préteses fossem instaladas.**
Em feridas cirurgicas, essa combinagao poderia auxiliar na recuperacédo tecidual e

prevencgao de infeccédo devido a agéo antifungica dos farmacos incorporados.

As maiores vantagens da adicdo de antifungicos em condicionadores de
tecido ou reembasadores resilientes como método de liberagdo de farmacos na
cavidade bucal sdo: 1) custo reduzido, uma vez que apenas uma fracao do
antifungico é utilizada em comparagdo com a terapia convencional; 2) reducédo da
necessidade de participacdo dos pacientes durante o tratamento;'® 3) tratamento
simultaneo dos tecidos paraprotéticos injuriados e da infecgado por Candida' e 4)
reduzida frequéncia de aplicacdo."” Mais vantajosa sera ainda esta terapéutica para
pacientes idosos que apresentam capacidade visual reduzida e destreza manual
limitada, o que resulta em uma higienizacdo das préteses menos eficiente.*® Além
disso, pacientes institucionalizados podem apresentar perda de memodria assim
como coordenagdo motora e controle cognitivo reduzidos, dependendo de

enfermeiros ou cuidadores para seguirem as instrucdes de administragdo dos



24

medicamentos e de outros cuidados para o tratamento da candidose, dificultando a

instituicdo de terapias convencionais para esses pacientes.?

A incorporacdo de farmacos antifungicos em materiais macios temporarios
tem demonstrado ser efetiva e viavel."*'®"" Carter et al. (1986)'* observaram que
um soft liner modificado pela adigdo de antifungicos foi efetivo contra o crescimento
de C. albicans durante um longo periodo de avaliagdo. Schneid (1992)"" demonstrou
que um sistema de liberagdo de farmacos, que incorporou quatro antifungicos
(clorexidina, clotrimazol, fluconazol e nistatina) em um condicionador de tecido, inibiu
significativamente o crescimento de C. albicans durante 14 dias de incubacao.
Truhlar et al. (1994)'® obtiveram adequada atividade antiftingica durante 14 dias de
avaliagdo quando incorporaram nistatina 1.000.000 Ul em dois condicionadores de
tecido. Neppelenbroek et al. (2006)* avaliaram a efetividade durante 14 dias da
incorporagdo de farmacos antimicrobianos (nistatina, miconazol, cetoconazol e
diacetato de clorexidina) em um condicionador de tecido na inibi¢do de colonizagao
bacteriana (Staphylococcus aureus) e fungica (C. albicans). Todos os grupos
avaliados, exceto o controle (sem adicdo de farmacos), inibiram o crescimento
microbiano, sendo que as inibigdes mais efetivas em até duas semanas foram

observadas para o diacetato de clorexidina e o cetoconazol, respectivamente.

A susceptibilidade antimicrobiana de um farmaco pode ser avaliada pela
determinagdo da concentragdo minima inibitéria (CMI) que é definida como a
concentragcdo mais baixa de um farmaco necessaria para inibir um visivel
crescimento microbiano. Na literatura relacionada, as CMI para Candida ndo haviam
sido definidas para antifungicos adicionados a materiais macios temporarios até que
o estudo de Bueno et al.*”**® determinou espectrofotometricamente pelo ensaio de
reducdo de sais de tetrazolio-XTT, nos periodos de 24 h, 48 h, sete e 14 dias, as
porcentagens de reducdo de crescimento fungico e as CMI suficientes para inibir

90% ou mais do crescimento de C. albicans.

Para o estudo, Bueno et al.*’**® selecionaram uma classe de cada farmaco
antifangico comumente utilizado para o tratamento da estomatite protética, polieno
ou azoéis (imidazol ou triazol), fungicida ou fungistatico com agao local ou sistémica:
nistatina, miconazol, cetoconazol e itraconazol; além de um antisséptico bucal, a

clorexidina. O composto poliénico nistatina foi selecionado, pois apresenta uma agao
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de amplo espectro e é usado para o tratamento topico da estomatite protética. A alta

efetividade na inibigdo de Candida spp.,**

a rara deteccdo de cepas fungicas
resistentes e o custo acessivel sdo vantagens deste farmaco em relagdo a outros
antifungicos.®*® O miconazol e o cetoconazol sdo classificados como imidazdis
fungistaticos, usados, respectivamente, para o tratamento tdpico ou sistémico da
candidose. O itraconazol é usado tanto para o tratamento como para a profilaxia de
candidose em pacientes imunocomprometidos (British Society for Antimicrobial
Chemotherapy Working Party, 1992). E classificado como triazol de amplo espectro
primariamente fungistatico® e tem sido utilizado como alternativa no tratamento da
candidose que n3o responde a terapia com fluconazol.’? Particularmente, a
clorexidina apresenta acdo de amplo espectro®® e significativa substantividade,>*
sendo efetivamente utilizada quando na falha de um azol, em pacientes
imunocomprometidos com necessidade de uma terapia mais longa, assim como
quando um biofilme misto com bactérias e fungos estiver presente.”® A emergéncia

de cepas resistentes a clorexidina ndo tem sido observada clinicamente®°¢>’

e, por
estas razbes, esta bis-biguanida catidnica tem sido considerada uma alternativa
apropriada em relagao aos farmacos antifungicos convencionais para o tratamento
da candidose oral.’® De acordo com os resultados obtidos, as CMI determinadas
para estes farmacos incorporados aos materiais macios temporarios (Softone e
Trusoft) foram: 0,032, 0,256, 0,128, 0,064 e 0,256 g para nistatina, miconazol,
cetoconazol, diacetato de clorexidina e itraconazol, respectivamente, para cada

grama de po6 dos materiais.

Apesar dessas vantagens terapéuticas, estudos prévios demonstraram que
a incorporacao de farmacos em materiais poliméricos, incluindo algumas marcas
comerciais de condicionadores de tecido e reembasadores resilientes, pode afetar

61,62 6263 ¢ resisténcia da unido ao

sua resisténcia a tracdo,'®°%% dureza,®"®? rugosidade
descolamento.®*® Anteriormente a utilizacdo desse protocolo como meio alternativo
terapéutico em pacientes portadores de estomatite protética, € necessario se obter
uma matriz polimérica modificada pela adicdo de antifungicos que, ao mesmo
tempo, nao apresente propriedades fisicas e mecanicas alteradas pela incorporagao
de farmacos e que seja eficaz na liberagcdo e inibicdo do crescimento dos

microrganismos relacionados ao desenvolvimento da patologia.



26

A concentragdo, o tamanho e a dispersdo das particulas do farmaco na
matriz polimérica sdo fatores importantes que influenciam sua liberaggo.?®%® Ainda
nao foi encontrado na literatura um estudo sobre avaliacdo de superficie de
materiais macios temporarios apds a adicdo de farmacos em concentracdes
menores, definidas como efetivas para a inibicado de Candida spp. Além de todos os
fatores mencionados, também ¢é importante determinar previamente in vitro a partir
de um estudo de liberagdo qual seria a ingestdo diaria desses medicamentos
adicionados aos materiais macios e se isso estaria dentro das concentracdes
fisiolégicas recomendadas. Desse modo, foi julgado oportuno avaliar a morfologia de
superficie dos materiais macios temporarios Softone e Trusoft modificados pela
adicdo de farmacos (nistatina, miconazol, cetoconazol, diacetato de clorexidina e
itraconazol) em suas CMI por meio de microscopia eletrénica de varredura (MEV) e
microscopia confocal laser. Este estudo também se propds a quantificar a liberacao
in vitro dos farmacos nistatina e diacetato de clorexidina a partir dos materiais

macios utilizando espectrofotometria na regido do Ultravioleta visivel (UV-Vis).



2 REVISAO DA LITERATURA

O levantamento bibliografico deste estudo teve como bases de dados o
Pubmed, Scielo, Lilacs, Bireme, ProQuest e o ScienceDirect e o0s sitios

http://www.teses.usp.br/, http://www.iadr.com/, http://www.sbpgo.org.br/ e foram

selecionados trabalhos que avaliaram o comportamento de materiais para
reembasamento de bases de prétese modificados pela adicdo de farmacos usando
as seguintes palavras chaves: tissue conditioner, resilient liner, resilient lining, soft
liner, soft lining, antifungal, antimicrobial, nystatin, chlorhexidine, miconazole,
ketoconazole, itraconazole, Candida growth inhibition, release, leaching, releasing,
empregadas isoladamente ou de forma cruzada, abrangendo o periodo de 1973 a
2014. A apresentacao dos trabalhos foi organizada em trés partes: Inibicdo do

crescimento microbiano, Liberagao in vitro e Propriedades fisicas e mecanicas.

2.1 INIBICAO DO CRESCIMENTO MICROBIANO

Douglas e Walker (1973)* realizaram um estudo com a finalidade de
determinar uma dose efetiva de nistatina contra o crescimento de C. albicans para
incorporar a um reembasador resiliente (Tempo) e, na sequéncia, utilizaram este
material modificado para tratamento de pacientes com estomatite protética em um
estudo clinico piloto. Uma fina camada do material macio modificado (400.000 ou
800.000 Ul) ou nao (controle) pela adigdo de nistatina foi colocada em placas de
Petri estéreis. Sobre o material, foram colocados 15 mL de agar Sabouraud e, sobre
o agar, foi inoculado 0,1 mL de um meio contendo 3 x 10°® Candida/mL. Como
controle, 0,1 mL dessa suspensdo de Candida foi inoculado em agar Sabouraud.
Essas culturas foram incubadas por quatro dias a 37°C e as colbnias, contadas.
Apos este periodo, o agar foi substituido por um novo e, entdo, reinoculado e este
procedimento se repetiu por 50 dias. As propriedades fungicidas do material
modificado foram avaliadas em cada periodo e comparadas com o Tempo controle e
com outro reembasador, Coe Comfort. A efetividade clinica do Tempo modificado
com a concentragdo mais efetiva de nistatina foi avaliada em sete pacientes com
diagndstico de estomatite protética (aparéncia de eritema granular na area basal e
eventual queilite angular). Seis pacientes com estomatite também foram tratados

apenas com o reembasamento da protese com Tempo e terapia convencional com
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tabletes de nistatina de 500.000 Ul quatro vezes ao dia. Todos os pacientes foram
instruidos com relagdo a higienizacdo de suas proteses e que deveriam remové-las
durante a noite. Os tratamentos foram avaliados clinicamente e através de analises
de contagens de col6nias de Candida coletadas da mucosa palatina, superficie das
proteses e da saliva dos pacientes antes e apds trés meses. Ambos os materiais
controles exibiram alguma atividade fungicida e o Tempo foi duas vezes mais efetivo
que o Coe Comfort. Em até 20 dias, o Tempo contendo 400.000 Ul apresentou
inibicdo completa do crescimento fungico. Apdés 25 dias, essa inibigdo reduziu
bruscamente. Este material com 800.000 Ul de nistatina apresentou atividade
fungicida por 50 dias apesar de terem sido feitas doze substituicbes do agar. De
acordo com os autores, a nistatina difunde-se lentamente da matriz polimérica e isto
€ possivel devido a estrutura porosa do material, a escassa solubilidade deste
farmaco em solventes hidrofilicos e ao seu relativo baixo peso molecular (948 u). O
estudo piloto demonstrou que o tratamento alternativo foi tdo efetivo quanto a terapia
convencional. Entretanto, os autores observaram um crescimento minimo de
Candida em relagcdo ao supercrescimento predominante de microrganismos
filamentosos nao identificados (possivelmente Leptotrichia buccalis), sugerindo uma
estomatite protética ndo associada a Candida. Além disso, o tratamento com
reembasador contendo antifungico mostrou vantagens como: auséncia de efeitos
colaterais (gosto desagradavel e nausea foram relatados apenas pelos pacientes
que receberam tratamento convencional); ndo necessita da cooperagdo dos
pacientes; pode ser executado facilmente e necessita de uma menor quantidade de

farmaco (800.000 Ul) em relagédo ao tratamento convencional (40.000.000 Ul).

Em 1978, Thomas e Nutt®” avaliaram in vitro o efeito da incorporagdo de
nistatina ou anfotericina B no condicionador de tecido Visco-gel® sobre o
crescimento de C. albicans, C. krusei e C. tropicalis. Os farmacos foram adicionados
ao p6 do material nas concentragcdes de 500.000 ou 1.000.000 Ul para a nistatina e
10 ou 20 mg para a anfotericina B. O material modificado foi espalhado
uniformemente sobre placas de Petri e coberto com 15 mL de agar Sabouraud. Um
grupo controle foi obtido apenas com o meio de cultura. As placas foram semeadas
com indculos das espécies de Candida, em concentragdes de 10° e 10* células/mL,

e incubadas de trés a sete dias. Nesse periodo, as contagens das col6nias foram
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realizadas, o meio, substituido e uma nova cultura, obtida para todas as placas. A
anfotericina B incorporada ao Visco-gel® nao apresentou qualquer efetividade
antifungica sobre os microrganismos, entretanto o material modificado pela adicéo
de nistatina foi efetivo na inibicdo do crescimento das espécies de Candida durante

o periodo do estudo.

Lamb e Martin (1983)° incorporaram acetato de clorexidina em uma resina
acrilica autopolimerizavel (Simplex) para avaliar sua capacidade de liberagao para
tratamento da candidose bucal induzida em ratos. A clorexidina foi incorporada ao
material nas concentragdes de 2,5, 5, 7,5 e 10%. Placas de resina acrilica com ou
sem farmaco foram confeccionadas com 1 mm de espessura das quais foram
retirados discos de 40 mm de didmetro; dois para cada concentracdo do farmaco e
dois para controle (sem clorexidina). Os discos foram imersos em 20 mL de agua
destilada e incubados a 37°C. Apos trés dias, os discos foram secos com papel e
transferidos para outro recipiente com agua, onde permaneceram por mais quatro
dias. Posteriormente, os periodos de imersdo foram aumentados para sete dias, até
que um periodo de imersao total de 21 dias tivesse decorrido. Apds cada periodo, a
agua residual foi testada para a atividade antifungica, colocando-se uma aliquota em
meio YNB inoculado com C. albicans a uma concentracdo de 10° células/mL. As
placas com os meios de cultura foram incubadas por 72 h a 30°C e os halos de
inibicdo foram medidos em locais aleatdrios para se conseguir uma média do
diametro inibitério. A concentragdo minima que apresentou atividade antifungica
(7,5%) foi selecionada para os testes in vivo. Para tais testes, foram realizados
experimentos com o farmaco para tratamento e profilaxia da candidose bucal. No
experimento para testar o efeito preventivo, foram instaladas placas de acrilico no
palato de dez ratos, sendo cinco modificadas com acetato de clorexidina e cinco
controles. C. albicans foi inoculada oralmente em todos os ratos. Apds quatro
semanas, 0s animais foram sacrificados e, apdés a fixagcdo e processamento, o
epitélio palatino da regido intermolares de cada rato foi corado e examinado quanto
a infecgdo. No experimento para testar o efeito terapéutico, foram instaladas placas
acrilicas inoculadas com C. albicans em dez ratos. Apds quatro semanas, quando a
candidose foi estabelecida no palato, cinco dos animais tiveram suas placas

substituidas por outras contendo clorexidina. Apds mais quatro semanas, os animais
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foram sacrificados e seus epitélios palatinos da regidao intermolares foram
examinados para a evidéncia histolégica de candidose. Esfregacos foram inoculados
em agar Sabouraud e examinados para evidenciar o crescimento fungico apos
incubagcao a 37°C por 48 h. Os resultados mostraram ser efetiva a incorporagao de
acetato de clorexidina no material acrilico como tratamento e prevencdo de
candidose palatal, uma vez que uma taxa desse farmaco foi encontrada fora das
placas em concentragdes fungicidas por até trés semanas. No entanto, os autores
sugeriram a necessidade de estudos que avaliassem a influéncia da incorporacéo de

farmacos sobre as propriedades dos materiais.

O trabalho de Quinn (1985)% estudou o efeito da associagdo de miconazol
(Daktarin) e cetoconazol (Nizoral) a trés condicionadores de tecido (lvoseal, Visco-
gel e FITT) na inibicdo do crescimento de C. albicans. Como parametro para
comparacgao, foram incorporados nistatina e anfotericina B aos materiais macios.
Comprimidos dos agentes antifungicos foram triturados, pesados e misturados ao po
dos materiais (n=5) nas concentragdes de: nistatina (500.000 Ul); anfotericina B (10
mg); anfotericina B (20 mg); miconazol (250 mg) e cetoconazol (200 mg). As
misturas dos materiais apdés a manipulacdo foram vertidas e espalhadas
uniformemente em placas de Petri estéreis. Como controle negativo, uma placa de
cada material sem antifungico nao recebeu meio de cultura nem inoculagédo com C.
albicans. Sobre as camadas dos materiais, foram vertidos 15 mL de agar
Sabouraud, o qual foi inoculado com suspensdes de 10° e 10* células/mL de C.
albicans e a placa foi incubada a 37°C por 14 dias. Neste periodo, as colbnias
viaveis foram contadas trés vezes por semana e o agar, substituido e reinoculado no
sétimo dia. Ao término dos 14 dias de incubagao, uma contagem final das colbnias
foi realizada. Os autores selecionaram duas semanas como periodo maximo de
avaliagao por ser equivalente ao tempo médio de duragdo de um condicionador de
tecido aplicado a uma proétese removivel. As placas do controle positivo de todos os
materiais apresentaram o mesmo padrao de crescimento de C. albicans observado
com as suspensdes utilizadas na inoculagdo. Nao houve crescimento fungico visivel
nas placas do controle negativo dos trés condicionadores de tecido. No terceiro dia,
uma discreta inibicado de C. albicans foi observada nas placas de Visco-gel® e FITT

com anfotericina B, ao passo que nas de Ivoseal essa inibicao foi maior. O
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crescimento fungico nas placas de Visco-gel® e FITT com anfotericina B se igualou
ao observado naquelas referentes ao controle positivo no sexto dia. Neste mesmo
mas apos nove dias a anfotericina B perdeu seu efeito antifungico. Todas as
combinacgdes dos materiais com nistatina, miconazol e cetoconazol foram inibitorias
do crescimento fungico ao longo dos 14 dias de avaliagdo. Segundo os autores, os
resultados obtidos comprovaram a ineficacia da anfotericina B como agente
antifungico quando incorporada a materiais macios. Foi concluido que, quando
adicionados aos condicionadores de tecido avaliados, o miconazol e o cetoconazol
foram tao efetivos quanto a nistatina na inibicdo completa do crescimento fungico

visivel.

O objetivo do estudo de Truhlar et al. (1994) foi avaliar a atividade
antifungica de reembasadores resilientes temporarios modificados pela adi¢do de
nistatina, bem como o comportamento a longo prazo desse sistema em um ambiente
aquoso. O po da nistatina foi incorporado as proporgdes de p6é dos materiais Lynal e
Visco-gel®, nas seguintes dosagens: 0 (controle), 100.000, 300.000, 500.000 e
1.000.000 Ul. O liquido dosado de cada material foi adicionado a mistura de pés em
uma placa de Petri. Apos a plastificacdo dos materiais, o meio de cultura agar
Sabouraud dextrose contendo cloranfericol e ciclohexamina foi dispensado sobre os
mesmos em uma inclinagdo que permitiu espessuras de agar variaveis entre 1 e 9
mm. A superficie do agar foi inoculada com swab estéril contendo C. albicans (10*
células/mL) e todas as placas foram incubadas por 48 h a 37°C. Entdo, a
profundidade maxima na qual se observou inibicdo de C. albicans foi mensurada
com sonda periodontal. Apds esse procedimento, o agar de cada placa foi removido
da superficie do material, sendo reposto, reinoculado e novamente mensurado. Esse
processo foi repetido aos sete, dez e 14 dias. Para cada concentracdo de nistatina
de ambos os materiais, trés placas foram confeccionadas, sendo obtidas seis
mensuracgdes por placa. Para avaliar o efeito da exposicdo em condi¢cdes aquosas,
amostras dos materiais modificados com as mesmas concentragdes de nistatina
foram preparadas da forma como descrito previamente, cobertas com 40 mL de
agua destilada e incubadas a 37°C. Decorridos quatro dias, a agua foi removida e

sobre os materiais secos, o agar inclinado foi aplicado, inoculado e as mensuragdes,
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obtidas. Agua destilada foi novamente dispensada sobre as mesmas placas e, apds
14 dias a 37°C, o agar foi substituido e inoculado para que novas mensuragdes
fossem efetuadas ao final de um novo periodo de incubagédo de 48 h. Com o intuito
de simular a constante alteracdo do ambiente bucal, foi realizado outro experimento
com substituicdo da agua das placas em dois, quatro, sete, dez e 14 dias. Ao final
do tempo de exposicdo ao ambiente aquoso, a agua foi removida das placas e o
material resiliente presente no fundo das mesmas foi seco ao ar. Uma aliquota de
agar inclinado foi dispensada sobre o material de cada placa e, entdo, inoculada
com C. albicans. Apés 48 h a 37°C, o crescimento fungico presente nas placas foi
mensurado. A média das mensuracdes de todos os experimentos foi expressa em
valores maximos de profundidade de inibicdo em agar (mm). Em cada condicéo,
uma placa controle sem adicdo de nistatina foi confeccionada. A atividade
antifungica da agua removida das placas também foi avaliada. Para isso, 1 mL da
agua de cada amostra foi colocado em tubos de ensaio contendo 1 mL de caldo
Sabouraud inoculado com 0,1 mL de C. albicans (10° células/mL). Posteriormente &
incubacédo por 24 h, os tubos foram centrifugados e visualmente avaliados quanto a
turvagao, indicativa de crescimento fungico. Para expressar as profundidades de
agar mensuradas em unidades disponiveis de nistatina, utilizou-se o método de
calibracdo do dimetilsulféxido. Para ambos os materiais, os resultados revelaram
perda inicial significativa da atividade antifungica, com a maior redugcédo observada
entre os dias zero e dois. Entretanto, comparado ao Lynal, o material Visco-gel
demonstrou menor perda inicial da atividade antifungica até o dia quatro. Entre os
dias sete e 14, ambos os reembasadores demonstraram efeitos inibitorios
constantes. Maiores concentracbes de nistatina evidenciaram maior inibicado do
crescimento de C. albicans. Os controles de ambos os materiais apresentaram
atividade antifungica insignificante ao longo da avaliacdo. Quando expostos ao meio
aquoso por 14 dias, os materiais demonstraram perda ainda maior das propriedades
antifungicas em relagéo as condigdes a seco, sobretudo para as concentragdes de
nistatina de 300.000 e 500.000 Ul. No entanto, amostras de Lynal e Visco-gel
contendo 1.000.000 Ul de nistatina ndo foram acentuadamente afetadas pelo
ambiente aquoso. A analise visual da agua removida das amostras de ambos o0s
materiais com 1.000.000 Ul de nistatina revelou inibicdo de C. albicans até o dia
dois, com perda de efetividade antifungica apdés o dia quatro. Foi concluido que a

incorporacao de nistatina nos reembasadores resilientes testados permitiu a
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liberagdo de farmaco em até 14 dias. Com base nos resultados, os autores
sugeriram que os materiais modificados poderiam ser considerados como
modalidade terapéutica promissora para a estomatite protética, com a vantagem da
menor necessidade de participagcdo ativa dos pacientes, sobretudo os idosos e

institucionalizados.

Chow et al. (1999)"° avaliaram a efetividade da incorporacédo de antifingicos
em condicionadores de tecido e seu uso para liberagcao de farmacos e tratamento da
estomatite protética. Os antifungicos nistatina, fluconazol e itraconazol nas
concentracdes de 1, 3, 5, 7, 9 e 11%, com e sem saliva, foram incorporados aos
materiais Coe Soft, Visco-gel® e FITT. Isolados clinicos de C. albicans deram
origem a um indculo com 10° células/mL. Uma aliquota de 0,1 mL do indculo foi
colocada em cada placa de cultura contendo Sabouraud para incubacgao a 37°C por
72 h. Foram obtidas cavidades nas placas inoculadas por meio de perfuragées no
agar de 6 mm de didmetro e 5 mm de profundidade. Os materiais, modificados ou
nao pelos farmacos, foram injetados ap6s a manipulagado nas cavidades das placas
de cultura e incubados por 14 dias para a mensuracgao diaria dos halos de inibigao.
As placas contendo apenas os condicionadores de tecido ndo apresentaram inibigao
do crescimento fungico. O pico de atividade dos materiais modificados foi entre dois
e quatro dias, periodo apds o qual se observou um platd. O itraconazol apresentou
maior atividade fungicida do que o fluconazol ao passo que os menores didmetros
de halos de inibicdo foram observados com a nistatina. Para todos os farmacos, a
concentragédo de 5% demonstrou maior efeito antifungico que as misturas com 7, 9 e
11%. Os corpos de prova com saliva apresentaram maior inibigdo de C. albicans
quando comparados aqueles sem esse meio, sendo as combinagdes mais efetivas
as de itraconazol a 5% com Coe-soft e FITT. Os autores concluiram que a
incorporagdo de antifungicos em condicionadores de tecido poderia ser utilizada
para o tratamento da estomatite protética e recomendaram a utilizacdo de
itraconazol a 5% incorporado aos materiais Coe Soft ou FITT para avaliagbes
clinicas. O pico de atividade antifungica ao terceiro dia sugeriu que os materiais
modificados com farmacos poderiam ser substituidos neste periodo para se obter

maxima eficacia do método.
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O estudo piloto de Geerts et al. (2008)*° determinou in vivo o efeito da
nistatina (500.000 Ul) liberada a partir do condicionador de tecido Visco-gel®, na
contagem de leveduras de C. albicans em pacientes com estomatite protética. Trinta
pacientes portadores de proteses, com diagndstico de estomatite protética e
presenca de C. albicans, foram divididos em dois grupos: 1- controle, tratamento
com condicionamento tecidual e confeccao de novas proteses e 2-tratamento com o
condicionador de tecido modificado pela adicdo de nistatina e confec¢cao de novas
proteses. No inicio do estudo, os pacientes removiam suas proteses e faziam
bochecho durante 1 min com tampao fosfato salino estéril para confirmar a presenca
e fornecer a contagem inicial de C. albicans. Isto foi repetido para ambos os grupos
a cada dois dias durante os 14 dias. As suspensdes obtidas foram incubadas
aerobicamente a 37°C em placas de agar dextrose Sabouraud por 24-48 horas. No
grupo teste, um tablete de Mycostatin® era pulverizado e incorporado
homogeneamente ao p6 do Visco-gel® e, em seguida, o liquido era adicionado a
mistura. Todos os pacientes foram instruidos quanto ao cuidado e a higiene das
préteses e do material macio e foram orientados a ndo remover as proteses a noite.
A atividade antifungica da nistatina também foi determinada a cada visita pela
remocao e colocagao de amostras de 4 mm de didmetro do condicionador de tecido
em placas de agar Sabouraud, inoculadas com uma suspens&o de 0,1 mL contendo
108 células de C. albicans por mL e incubadas a 37°C por 48 h. A contagem média
de leveduras do grupo controle diminuiu até o quarto dia e, segundo os autores,
pode ser explicada pela conscientizagdo dos pacientes com o cuidado das proteses
e da higiene das mesmas, pela sua limpeza antes da aplicagdo do material e pela
eliminagdo do contato das bases das proteses com a mucosa do palato. Apos o
quarto dia, a contagem de leveduras aumentou até o final do experimento e, no dia
14, a contagem de unidades formadoras de colbnias foi maior do que a contagem
inicial. Isto porque, devido as suas caracteristicas, o material por si s6 promove um
crescimento fungico. A contagem média de leveduras do grupo teste reduziu até o
sétimo dia e, na sequéncia aumentou, porém ao final dos 14 dias, os resultados
foram significativamente inferiores a contagem inicial. Este fato sugeriu o efeito
combinado da limpeza mecanica da protese associada a liberagao de nistatina e o

aumento apos uma semana pode ter sido devido a reducdo da concentracdo de
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nistatina. As amostras do condicionador de tecido modificado demonstraram
atividade antifungica in vitro durante todo o periodo do experimento e as amostras
controles ndo apresentaram inibicdo fungica pelo teste de difusdo em agar. Devido
ao aumento da contagem de leveduras de Candida apds quatro dias do
condicionamento tecidual e apds sete dias do tratamento experimental, os autores
recomendaram que os materiais fossem substituidos nestes periodos. Os autores
concluiram que a nistatina 500.000 Ul incorporada ao condicionador de tecido
reduziu significativamente o numero de células viaveis de C. albicans em amostras
de saliva de pacientes com estomatite protética. Relataram, ainda, que um estudo
clinico com poder amostral maior € recomendado para que seja determinada a

significancia clinica dos achados deste estudo piloto.

A efetividade da incorporagao de antifungicos em gel a um condicionador de
tecido na inibigdo in vitro do crescimento de C. albicans foi avaliada por Radnai et
al.”" em 2010. O experimento foi realizado em duas etapas. Na primeira, foi avaliado
e comparado o efeito antifungico de dois farmacos (digluconato de clorexidina a 1%
e miconazol 24 mg/mL) adicionados a um condicionador de tecido (Visco-gel®).
Para permitir a incorporagdo dos géis antifungicos, o material foi manipulado em
uma proporgado mais viscosa (3 g de p6 para 1,8 mL de liquido) que a recomendada
pelo fabricante. Ao material manipulado foi adicionado um dos géis antifungicos
testados nas proporcdes volumétricas de 5, 10, 15, 20 e 25%. A mistura resultante
de cada condig&do experimental foi geleificada por 30 min entre duas placas de vidro
com o objetivo de formar uma camada de 2 mm de espessura, da qual foram
cortados discos de 9 mm de didmetro. Foram obtidos seis discos de cada uma das
concentragbes dos antifungicos utilizados. Como controle geral, o Visco-gel® foi
manipulado de acordo com as condigdes do fabricante (3 g/2,2 mL) e ndo recebeu a
incorporagao dos farmacos. Para a avaliagéo do efeito antifungico, uma aliquota de
0,5 mL de C. albicans (NCYC 1467) na concentracdo de 107 células/mL foi semeada
em placas de Petri contendo Sabouraud. Em cada placa inoculada, foram colocados
quatro discos, sendo dois experimentais (um por farmaco em cada concentragéo),
um controle geral e um controle positivo representado por um disco de papel de 5
mm de didmetro impregnado com 10 pL de clorexidina a 0,2% (Corsodyl). Esses

procedimentos foram realizados em duplicata e todas as placas foram incubadas a
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37°C por 24 h. Apds a incubagao, os diametros dos halos de inibigdo do crescimento
de C. albicans foram mensurados. Os diametros médios (mm) foram calculados a
partir de trés mensuragdes realizadas em cada disco. Na segunda etapa, a inibigao
de C. albicans pelo condicionador de tecido modificado pela adigdo do gel de
miconazol a 20% foi avaliada apds longos periodos de imersdo em agua. Discos
(n=3) foram imersos individualmente em 10 mL de agua destilada estéril a 37°C em
cada um dos seguintes periodos: 1, 2,4,6 e 8 h; 1, 3, 6, 7, 14, 21 e 28 dias. Depois
de removidos, os discos foram enxaguados para remocado de residuos do
antifungico, suavemente secos em papéis absorventes e colocados nas placas de
Sabouraud semeadas com C. albicans. Em cada placa, foram colocados trés discos
experimentais e o controle positivo. As placas foram incubadas por 24 h a 37°C e os
halos de inibicdo, mensurados. Na primeira etapa, a inibicdo do crescimento de C.
albicans nao foi observada nos discos do controle geral e naqueles contendo
clorexidina nas diversas concentragdes utilizadas. Por isso, este antifungico nao foi
avaliado na segunda etapa. Os diametros dos halos de inibicdo do Visco-gel
contendo miconazol foram proporcionalmente maiores com o aumento da
concentragao. Diferencas estatisticamente significantes foram encontradas entre os
halos médios das varias concentragdes do antifungico, exceto entre as de 15 e 20%
(21,16 e 21,49 mm, respectivamente). Os discos de papel do controle positivo
apresentaram halos de inibicdo com média de 8,06 mm. Na segunda fase, foi
observada uma diminuigdo gradativa do efeito inibitério do miconazol ao longo do
tempo de imersdo em agua. Ao final de 28 dias, a porcentagem de redugdo média
de inibigdo atingiu 34%. O estudo mostrou que o gel de miconazol incorporado a um
condicionador de tecido foi efetivo em inibir o crescimento de C. albicans in vitro,
sendo o grau de inibicdo diretamente proporcional a concentragdo de farmaco. A
acgao antifungica do miconazol foi diminuida ao longo do tempo de imersdo em agua.
Os autores sugeriram que o meétodo de inibicdo de C. albicans avaliado no estudo

tem a vantagem de nao requerer a colaboragéo do paciente.

A investigacdo de Falah-Tafit et al. (2010)"? teve por objetivo avaliar a
eficacia in vitro da combinagéo de dois antifungicos (nistatina e fluconazol) com um
condicionador de tecido (Acrosoft) na adesao e colonizagdo de C. albicans. Foram

confeccionados corpos de prova (n=8; 5 x 1 mm) do material para a adigdo dos
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agentes antifungicos em uma das concentragdes testadas (1, 3, 5 e 10%). Um grupo
controle negativo, composto apenas pelo condicionador de tecido, também foi
obtido. O inéculo de C. albicans foi produzido a uma concentragdo de 10° células/mL
e colocado em pocos de placas de cultura, nos quais foram imersos os corpos de
prova para a incubacédo a 35°C por 48 h sob agitagdo de 150 rpm. Apds esse
periodo, os corpos de prova foram lavados com agua estéril para remocao das
células ndo aderidas e, entdo, imersos individualmente em tubos contendo solugao
salina. Os tubos foram deixados em ultrassom por 5 min para remover 0s
microrganismos aderidos a superficie do material. Do liquido de cada tubo, foram
realizadas dez diluicdes seriadas e 100 uL de cada suspensao foram semeados em
duplicata em placas contendo agar Sabouraud. As placas foram incubadas por 48 h
previamente a contagem de colénias de C. albicans. Todas as concentragbes de
nistatina foram eficazes na inibicdo da adesdo celular e do crescimento de C.
albicans na superficie do condicionador de tecido. Para o fluconazol, apenas a
concentracdo de 10% promoveu completa inibicdo. Os autores concluiram que,
quando incorporadas ao condicionador de tecido, as concentracées 1 a 10% de
nistatina e de 10% do fluconazol foram capazes de inibir a adeséo e o crescimento

fungico.

A efetividade dos farmacos itraconazol e cetoconazol incorporados a dois
condicionadores de tecido (Viscogel e GC Soft) na inibicdo do crescimento de C.
albicans foi avaliada no estudo in vitro de Gupta et al. (2011)"® por meio da técnica
de difusdo em agar. Oito grupos foram avaliados: Viscogel; GC Soft; cetoconazol;
itraconazol; cetoconazol + Viscogel; cetoconazol + GC Soft; itraconazol + Viscogel e
itraconazol + GC Soft. O indculo para o teste de susceptibilidade foi preparado com
C. albicans (ATCC 10231) em meio de agar Sabouraud dextrose, incubado por 24 h
a 35°C. Cinco diferentes colénias foram retiradas e suspensas em 5 mL de solugao
salina estéril. A suspenséo resultante foi centrifugada e ajustada ao padréo 0,5 da
escala de McFarland. Cem placas foram preparadas com agar Mueller-Hitton, 2% de
glicose e 0,5 pg/mL de azul de metileno. Em quatro placas, nenhuma alteragéo foi
feita e elas serviram como indicador de crescimento de C. albicans. Em outras oito
placas, foram colocados apenas 10 ug de itraconazol ou cetoconazol (quatro cada).

Os condicionadores de tecido foram manipulados em condigcbes assépticas de
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acordo com as instrugcdées do fabricante e inseridos em quatro placas cada. As 80
placas restantes foram divididas em quatro grupos para cada combinagdo dos
condicionadores de tecido com os dois farmacos antifungicos. Para estes ultimos
quatro grupos, primeiramente foi feita a mistura do p6 ao liquido do material e, em
seguida, um disco do farmaco foi embebido na mistura tendo certeza de que todas
as areas tinham sido cobertas pelo condicionador e, entdo, colocado na placa.
Todas as placas foram incubadas a 35°C por 24 h. Os resultados mostraram que
nao houve inibicdo do crescimento fungico para os grupos dos condicionadores de
tecido. Os discos contendo apenas os farmacos demonstraram halos de inibigao de
acordo com os limites padrdo estabelecidos. Para as combinagbes contendo
cetoconazol, o condicionador GC Soft modificado inibiu significativamente mais o
crescimento de C. albicans que o material Viscogel, provavelmente pela diferenca de
composi¢cao quimica entre os materiais. Nao houve inibicdo de crescimento fungico
para ambos os materiais com adigao de itraconazol que, de acordo com os autores,
possivelmente poderia ser explicada por uma interagcdo deste farmaco com as

matrizes poliméricas, impedindo sua agao.

Em 2012, Chopde et al.”* compararam a atividade antifiingica para C.
albicans de dois condicionadores de tecido modificados com miconazol, nistatina e
fluconazol. Placas de agar Mueller-Hitton foram inoculadas com uma suspenséao de
C. albicans ajustada ao padrao 0,5 da escala de McFarland. Quatro placas serviram
como indicador do crescimento de C. albicans pura. Discos dos antifungicos foram
colocados sobre outras doze placas. Os condicionadores de tecido (GC Soft e Visco-
gel) foram misturados e os discos foram completamente incorporados a mistura para
serem entao levados as placas inoculadas. Essas placas foram incubadas a 37°C
por 24 h para mensuragdo dos halos de inibicdo. A inibigdo fungica maxima foi
observada com o fluconazol seguido, respectivamente, pelo miconazol e nistatina.
Quando testados isoladamente, os condicionadores de tecido ndo demostraram
atividade antifungica. Os grupos de GC Soft mostraram atividade antifungica
levemente superior aos grupos de Visco-gel. Os autores concluiram que a
incorporacao dos farmacos testados nos condicionadores de tecido apresentou uma

adequada atividade antifungica para C. albicans.



39

Salim et al. (2013)"® estudaram a eficacia de um material polimérico com
impregnacao de fluconazol ou diacetato de clorexidina contra cepas de C. albicans
suscetivel e resistente ao fluconazol e de C. glabrata resistente ao fluconazol. O
polimero foi preparado com a mistura de 1 g de polietil metacrilato e 0,6 mL de
tetrahidrofurfuril metacrilato e polimerizacdo quimica durante 15 min. O material
modificado foi preparado substituindo-se 10% em peso de polietil metacrilato por
10% de diacetato de clorexidina, 10% de fluconazol puro ou 25% de fluconazol em
p6é de capsulas (equivalentes a 10% de fluconazol puro). Discos controles e
modificados (n=5; 40 x 0,5 mm) foram confeccionados e armazenados,
individualmente, em 20 mL de agua destilada estéril a 37°C durante 28 dias, tendo
sido agitados trés vezes ao dia. A quantidade de farmaco liberada foi mensurada por
espectrofotometria UV a 220 nm. Triplicatas de dez diluicdes seriadas dos eluatos
foram analisadas nos periodos de 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias. As absorvancias dos
eluatos controles foram usadas como referéncia. As concentragbes dos farmacos
em cada eluato foram calculadas usando curvas de calibragdo com concentracoes
conhecidas. Para os ensaios microbioldgicos, foram usadas as seguintes cepas de
Candida: C. albicans ATCC 90028 (CMI 0,25-1 mg/L) e C. albicans F/2511 e C.
glabrata F/4023 resistentes ao fluconazol, ambas com CMI > 64 mg/L. As cepas
foram cultivadas em agar Sabouraud por 48 h e, apos este periodo, duas colénias
foram inoculadas em 10 mL de agua destilada e a densidade celular, ajustada a 1 x
10° células/mL. As CMI foram determinadas usando o método da microdiluigdo M27-
A3. Duas diluicbes seriadas de fluconazol puro e fluconazol de capsulas (0,125 —
2048 mg/L) e de clorexidina (0,1 — 50 mg/L) foram preparadas em agua destilada
estéril e um inéculo de 1 x 10° microrganismos/mL foi usado. Apds 48 h de
incubacao a 37°C, o crescimento celular foi medido em espectrofotometria a 490 nm.
Para o fluconazol, a CMI foi a concentragao que reduziu a densidade 6tica em 50%
em relagao ao controle sem farmaco e, para a clorexidina, foi aquela que reduziu o
crescimento em 80%. Outro ensaio microbioldgico, o método Time-kill, também foi
feito para determinar a atividade fungicida dos eluatos dos espécimes. Cem pL da
diluicdo celular de 1 x 10°/mL foram transferidos para tubos estéreis contendo 900
ML dos eluatos de cada grupo em cada periodo de anadlise. Os tubos foram

incubados a 37°C e aliquotas foram removidas apos 1, 2, 4, 6 e 24 h pds-inoculagao.
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Dez pL das amostras e duas das dez diluicbes seriadas foram plaqueadas em agar
Sabouraud e incubadas a 37°C por 48 h. A viabilidade da diluicao celular foi usada
como controle e o efeito fungicida foi definido como 100% de inibi¢ao celular. Ambos
os farmacos foram liberados do sistema polimérico durante 28 dias e as
concentragbes liberadas foram fungicidas contra os trés isolados de Candida,
incluindo os resistentes ao fluconazol, por pelo menos sete dias. Os eluatos de
clorexidina eliminaram todos os isolados de Candida mais rapidamente que as duas
formulagcdes de fluconazol. Isto foi explicado pelas altas concentragdes de
clorexidina liberadas que excediam a CMI de 6,25 mg/L e pela rapida absor¢ao da
clorexidina por estas espécies de Candida. Os eluatos de clorexidina eliminaram
todos os isolados de Candida em apenas 1 h em relacdo aos de fluconazol que
requereram 24 h. A proporg¢ao de células viaveis da cepa de C. glabrata resistente
reduziu mais lentamente que a cepa de C. albicans resistente ao fluconazol a
mesma CMI para ambas as formulagcdes deste farmaco. Uma velocidade de inibigao
celular mais lenta tem consequéncias significantes, uma vez que pode acarretar
selecdo e emergéncia de resisténcia. A maior liberacdo dos farmacos ocorreu no
primeiro dia e equivaleria a uma quantidade de 37 mg de clorexidina e de 30 mg de
fluconazol no caso de um reembasamento de uma protese total. De acordo com os
autores, essas quantidades liberadas sdo seguras e dentro das doses

recomendadas.

A eficacia do fluconazol e da clorexidina incorporados em um polimero a
base de polietil metacrilato e tetrahidrofurfuril metacrilato na prevencéo da formacao
in vitro de biofilme de C. albicans foi estudada por Salim et al.”® em 2013. Para
preparar os discos (n=10; 10 x 1 mm) controles, cinco g de polietil metacrilato e 3 mL
de tetrahidrofurfuril metacrilato foram misturados e deixados polimerizar a 37°C sob
presséo de 2 bar. Para os discos impregnados, foram substituidos 10% em peso de
polietil metacrilato por 10% de fluconazol ou de clorexidina. Para preparar o indculo,
C. albicans (ATCC 90028) foi semeada em agar Sabouraud durante o periodo
noturno e, entdo, inoculada em 20 mL de meio YPD. O indculo foi incubado em
agitador orbital (100 rpm) durante a noite a 37°C. As células foram lavadas em
solucdo de tampao fosfato salino e ressuspensas em meio RPMI-1640

suplementado com L-glutamina e tampao acido propanosulfénico morfolino. A
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densidade celular foi ajustada para 1 x 10° células/mL para o inéculo. A CMI (0,25
mg/L) para o fluconazol foi confirmada seguindo o método CLSI. Todos os discos
foram lavados trés vezes em agua estéril e imersos em tampéo fosfato salino por 5
min. Lavados mais trés vezes em agua estéril e colocados em uma placa de 24
pocos. Em seguida, 2 mL do inéculo de C. albicans em meio RPMI-1640 foram
adicionados a cada poco (2 x 10° células/disco) e as placas foram incubadas a 37°C.
O meio foi removido e substituido nos intervalos de 2, 7, 14, 21 e 28 dias. Em cada
um destes periodos, foram quantificados a biomassa de biofilme pela coloracao
cristal de violeta (a 584 nm) e o metabolismo celular pelo ensaio de XTT (a 490 nm).
A atividade metabdlica do biofilme de C. albicans aumentou continuamente durante
o periodo de 28 dias, tendo sido observado um rapido aumento entre os dias dois e
sete. Também houve um aumento crescente da biomassa de biofiime durante 28
dias e o maior aumento foi entre sete e 14 dias. Houve uma correlacéo positiva entre
a biomassa do biofilme de C. albicans e o metabolismo celular em todos os grupos.
Discos contendo fluconazol exibiram inibicdo deficiente da biomassa de biofilme em
8,8% e da atividade metabdlica em 12,6%. Apos dois dias, sua reducao de atividade
metabdlica foi um pouco melhor que os controles sem farmacos. Essa resisténcia
pode ser explicada por diferentes mecanismos, como regulagao positiva das bombas
de efluxo e densidade celular aumentada. Também é possivel que tenha havido uma
demora na obtencgéo de eluatos com concentragdes fungicidas. Em contrapartida, os
espécimes modificados por clorexidina foram altamente efetivos, inibindo
significativamente o biofilme em 75% e o metabolismo celular em 84% em todos os
periodos em avaliagdo. Adesao e alguma divisdo celular ocorreram e refletiram o
lento, porém crescente, aumento da biomassa com o tempo. Segundo os autores, foi
previamente relatado que uma concentracdo oito vezes maior que a CMI da
clorexidina é requerida para inibir biofilme pré-formado de C. albicans. As altas
concentracdes de clorexidina liberadas neste estudo poderiam romper a formagao
de biofilme em todos os estagios, desde a aderéncia até a maturagdo. Tem sido
demonstrado que a clorexidina reduz a aderéncia de C. albicans a superficies e
suprime a formacao de hifas. Este sistema polimérico de liberagao contendo
clorexidina pode apresentar potencial como reembasador para o tratamento da
estomatite protética, uma infeccdo com biofilme fungico e bacteriano de dificil
tratamento e alta recorréncia. Ainda, exposicoes subterapéuticas dos azoles aos

biofilmes de Candida, que estado totalmente associadas a emergéncia de resisténcia
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fungica, poderiam ser evitadas. Os resultados também evidenciaram a atividade
deficiente do fluconazol contra biofilmes, questionando sua eficacia profilatica em

pacientes com risco de fungemia.

No mesmo ano, Bueno et al.*® avaliaram a agao antiftingica e determinaram
as CMIs de cinco farmacos utilizados no tratamento de estomatite protética,
incorporados a materiais macios temporarios. Um biofilme de C. albicans (SC 5314)
foi formado sobre corpos de prova (10 x 1 mm) dos materiais (Trusoft e Softone)
modificados ou ndo (controle) pelos farmacos (nistatina, miconazol, cetoconazol,
itraconazol e diacetato de clorexidina). Diferentes concentra¢gdes foram testadas
para cada condicdo (n=6) e a Vviabilidade celular foi determinada
espectrofotometricamente pelo ensaio de reducdo de sais de tetrazolio-XTT, nos
periodos de 24 h, 48 h, 7 e 14 dias. Cada corpo de prova foi colocado
individualmente em um poc¢co de uma placa de cultura, sendo imerso em 2 mL de
indculo (1 x 107 células/mL). As placas de cultura foram colocadas em incubadora
com agitagao sob velocidade de 75 rpm por 90 min a 37°C. Em seguida, os corpos
de prova foram transferidos para outros pogos contendo 2 mL de tampao fosfato
salino para remoc¢ao das células ndo aderidas. Finalmente, foram imersos em 2 mL
de meio de cultura RPMI-1640, onde permaneceram para formacao do biofilme até
um dos periodos da avaliagdo. Na sequéncia, foram submetidos a analise
colorimétrica XTT a 550 nm. Foram definidas como CMIls, as concentragbes que
inibiram 90% ou mais do crescimento fungico. A confirmagdo da susceptibilidade
fungica as CMIs foi realizada pela analise em microscépio confocal de varredura a
laser. As CMIs dos farmacos incorporados aos materiais macios (por grama) foram:
0,032; 0,256; 0,128; 0,256 e 0,064 g para nistatina, miconazol, cetoconazol,
itraconazol e diacetato de clorexidina, respectivamente. As imagens microscopicas
dos materiais modificados por nistatina, diacetato de clorexidina e cetoconazol nao
evidenciaram células fungicas viaveis. Os antifungicos incorporados aos materiais
macios inibiram o crescimento fungico em até 14 dias e as menores CMIs foram

obtidas com nistatina e diacetato de clorexidina.
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2.2 LIBERAGAO IN VITRO

Addy (1981)"" realizou um estudo in vitro sobre o potencial de liberagdo de
clorexidina a partir de resinas acrilicas termopolimerizaveis para base de préteses
(Trevalon e Croform) e de um condicionador de tecido (Visco-gel®). Foram
confeccionados corpos de prova circulares (25 x 3 mm), com ou sem acetato de
clorexidina nas concentragdes de 2, 5 e 10%. Os corpos de prova foram
reinoculados diariamente nas placas de Petri até que ndo houvesse mais inibicdo do
crescimento bacteriano (S. mutans). A liberagdo do farmaco também foi observada
em agua, simulando sua liberagdo na saliva na cavidade bucal. Corpos de prova
adicionais (n=3) com ou sem adi¢ao de farmaco foram imersos separadamente em
frascos contendo 10 mL de agua destilada a 37°C. Diariamente, a agua da liberacao
era analisada espectrofotometricamente a 251 nm. Semanalmente, uma aliquota de
150 yL da agua que continha os corpos de prova era inoculada em placas contendo
S. mutans para incubacgao por 24 h a 37°C e os diametros dos halos de inibicdo
eram, entdo, mensurados. Foram feitas analises das superficies dos corpos de
prova em MEV apo6s polimento (#1200) e irrigagdo com agua destilada. Os
resultados dos testes de halos de inibigdo mostraram que a liberacéo de clorexidina
se manteve por até 32 dias nas resinas acrilicas e por 39 dias no condicionador de
tecido. Nenhuma inibicdo bacteriana foi observada nos grupos sem adicdo do
farmaco. Nas leituras espectrofotométricas, observou-se que o nivel de clorexidina
liberada sofreu uma queda progressiva para todos os materiais avaliados. No
entanto, os periodos de liberacdo foram maiores nas concentragdes superiores de
acetato de clorexidina, de modo que a adigdo a 10% apresentou agao antibacteriana
por um periodo superior a 100 dias. As analises em MEV demonstraram a presenca
do farmaco em toda a matriz polimérica para os corpos de prova ndo imersos em

agua e apenas em suas superficies para aqueles que foram imersos.

O objetivo do estudo de Patel et al. (2001)"® foi determinar se um sistema
polimérico composto por polietii metacrilato/tetrahidrofurfurii metacrilato para
liberagao de clorexidina que tivesse significante eficacia contra o crescimento de C.
albicans poderia ser desenvolvido. Diacetato de clorexidina foi misturado ao pé do

pré-polimero nas concentragées 0 (controle), 4,5, 6, 9 e 12% em peso. O liquido
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contendo 2,5% em volume de N-N-dimetil-p-toluidina, na proporgéo de 1 g de po
para 0,6 mL de liquido, foi entdo adicionado. Corpos de prova (n=2; 42 x 10 x 1 mm)
foram polimerizados a temperatura ambiente sob pressédo de 2 atm. A absor¢éo de
agua foi mensurada gravimetricamente. A liberagcdo de clorexidina foi medida
usando espectrofotometria UV. Os espécimes foram imersos em 100 mL de agua
destilada e aliquotas de 3 mL foram removidas em intervalos durante 14 dias. A
quantificacdo da clorexidina liberada foi possivel com a utilizacdo de uma curva de
calibragdo. Duas cepas de C. albicans foram utilizadas (132A e 132ACR) no estudo.
132ACR é uma mutante espontanea da 132A e é resistente ao cetoconazol,
miconazol e fluconazol e a 132A é suscetivel aos trés azodis. As cepas foram
semeadas e mantidas aerobicamente a 37°C em agar Columbia com 5% de sangue
desfibrinado de cavalo. O in6culo foi preparado a partir da transferéncia de uma
colbénia para o meio YPD e incubacio aerdbica durante a noite a 37°C. As culturas
foram centrifugadas a 6000 rpm por 6 min e entao ressuspensas em meio de cultura.
Os sistemas de liberacdo contendo 9 ou 12% de clorexidina foram testados em
duplicata, apds exposicdo durante 60 s a luz UV, para avaliar a inibicdo do
crescimento da C. albicans. Essa avaliagcao foi feita de duas formas: 1. a partir de
medidas turbidimétricas a 600 nm do crescimento de microrganismo apds 24 h de
exposi¢cao aos corpos de prova e 2. a partir de contagem de formacgao de colbnias
apos exposigcao aos corpos de prova por 5 h e incubagao aerdbica em agar sangue
a 37°C durante a noite. Os resultados mostraram que a absor¢cdo de agua do
sistema polimérico aumentou com o aumento da concentracdo de clorexidina
adicionada: o polimero controle absorveu 12% de agua e o sistema contendo 12%
de clorexidina absorveu 22% de agua durante seis meses. A liberagao de clorexidina
foi caracterizada por uma alta liberagao inicial seguida por uma liberagdo mais lenta
e difusdo-controlada por 14 dias. Apesar de 6 a 12% da clorexidina ter sido liberada
neste periodo, entre 50 a 80% da quantidade total liberada ocorreu nas primeiras 24
h. A liberagcdo que consistiu de dois estagios apresentou um rapido processo inicial
de acordo com a lei de Fick seguido pelo desenvolvimento de goticulas de agua em
sitios osmoticamente ativos. Na presengca da clorexidina, o burst inicial
provavelmente reflete a liberagcdo superficial. E a liberagdo subsequente difusdo-
controlada pode ser o resultado de um processo complexo envolvendo a formagao
das gotas de agua ao redor das particulas de diacetato de clorexidina e a interagao

dessas gotas com o processo de absorgao de agua do polimero. Houve uma relagao
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dose-dependente, sendo que mais clorexidina foi liberada pelos espécimes com
maior quantidade de clorexidina incorporada. Foi observado que a quantidade de
clorexidina adicionada ao sistema polimérico foi suficiente para inibir ambas as
cepas sensivel e resistente aos azodis e, como conclusio, os autores relataram que a
absorcdao de agua anbémala deste sistema permite uma liberacdo controlada do
farmaco que poderia auxiliar no tratamento de infecgées por Candida intrataveis ou

persistentes.

Lin et al.,”®

no ano de 2003, avaliaram in vitro a liberacdo dos farmacos
hidrocloridrato de tetraciclina, hidrocloridrato de doxiciclina, diacetato de clorexidina
e nistatina e das associagdes de nistatina com os outros trés farmacos, em
concentracdes efetivas, a partir de um copolimero biocompativel (etileno acetato de
vinila) para liberagado controlada por periodos prolongados. Além disso, avaliaram o
efeito da temperatura (24°C e 37°C) e do meio (agua e agua/etanol 4:1) na liberagéo
desses farmacos a partir do copolimero. O copolimero e os farmacos foram
dissolvidos, na proporcdo de 40:1, em 70 mL de diclorometano a 38°C por 6 h.
Amostras (n=3; 30 x 30 x 1 mm) foram coletadas dos polimeros modificados e
imersas em 10 mL em uma das solu¢des de armazenamento (pH 5,4), dependendo
da solubilidade dos farmacos. Os copolimeros modificados pela incorporagao de
nistatina e combinagdes com este farmaco foram armazenados apenas em
agual/etanol (24°C) devido a insolubilidade da nistatina em agua. As analises em
espectrofotometria foram feitas diariamente durante 14 dias e, apds cada analise, o
meio era substituido totalmente. Os valores de comprimento de onda utilizados para
o diacetato de clorexidina e para a nistatina foram de 257,5 e 306 nm,
respectivamente. Foi calculada a energia de ativacdo, que representa uma
caracteristica do processo de liberacdo de farmacos e determina a influéncia da
temperatura e a taxa de liberagdo, usando a equagao logaritmica de Arrehius. O
maior valor de energia de ativagao foi da clorexidina em relagdo aos outros dois
farmacos hidrossoluveis devido ao seu maior peso molecular (626 u). Maior
liberagao foi observada para os farmacos hidrossoluveis em agua a 37°C em relagao
a 24°C, pois a temperaturas mais elevadas ocorre um aumento da difusdo das
moléculas e, especificamente para a clorexidina, este aumento foi de cinco vezes.

Também foi obtido um aumento da taxa de liberacdo dos farmacos hidrossoluveis
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quando avaliados em agua/etanol a 24°C em relagdao ao meio contendo apenas
agua a 24°C. Isto foi explicado pelo molhamento induzido pelo etanol resultando em
um alargamento dos canais na matriz do copolimero. A nistatina, quando avaliada
isoladamente, apresentou a velocidade de liberagdo mais baixa. Quando este
farmaco foi associado a um dos outros trés, a sua e a velocidade de liberagcado de
todos os demais farmacos foram aumentadas. O padrao de liberagdo de todos os
farmacos em agua/etanol a 24°C foi maior inicialmente (burst effect), seguido por
uma liberagdo constante. Este padrao de liberacdo esta relacionado a porosidade
presente na matriz polimérica ou a liberacdo do farmaco superficial. Uma liberacao
controlada de um farmaco, sem o burst inicial, pode ser conseguida com a selecao
apropriada dos polimeros e dos métodos de processamento. Em muitos protocolos
terapéuticos, a velocidade de liberagcdo deveria ser constante ou de ordem zero,
significando que é independente do tempo. Os autores relataram, ainda, que o
tamanho da particula, sua geometria, a interagcao entre os farmacos e dos farmacos
com a matriz e o comprimento e o tamanho dos poros/canais da matriz polimérica
desempenham papeis fundamentais no deslocamento dos farmacos e a velocidade
com que as moléculas dos farmacos difundem pela matriz pode ser aumentada pela

diminui¢ao de seu peso molecular.

No ano de 2007, Gong et al.® avaliaram a liberacdo de diacetato de
clorexidina a partir de um polimero baseado em polietil metacrilato e tetrahidrofurfuril
metacrilato utilizando fluido supercritico de dioxido de carbono (CO) para preparar
poros para o sistema de liberagao. A escolha pelo diacetato de clorexidina foi devida
a sua inibicao efetiva contra cepas de Candida azole-resistentes. Foram avaliados 6
grupos: polimero padrao; polimero processado usando fluido supercritico; polimeros
com incorporacéo de 6% ou 12% em peso de diacetato de clorexidina; polimeros
com incorporacao de 6% ou 12% de diacetato de clorexidina, modificado por meio
do fluido supercritico. O diacetato de clorexidina foi misturado ao p6é de PEMA. N,N-
dimetil-p-toluidina foi, entédo, adicionada (2,5% em volume) ao monémero. A mistura
foi colocada em matrizes (42 x 10 x 1 mm) e mantida a temperatura ambiente sob
pressao de 2 bar. Para as amostras modificadas por fluido supercritico, apds o
preparo convencional, os espécimes eram colocados em autoclave com COx liquido

a 50 bar. A autoclave foi mantida por 3 h a 40°C e 152 bar. A caracterizagao das
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amostras foi feita por difracdo de raios X, calorimetria exploratéria diferencial,
espectroscopia infravermelha com transformada de Fourier, microscopia eletrénica
de varredura, porosimetria de mercurio e os testes de liberacdo, por meio de
espectroscopia UV-Vis. O equipamento de DSC foi calibrado com uma amostra pura
de indio. Amostras de 6 mg foram colocadas em cadinhos de aluminio e as analises
foram feitas a uma taxa de aquecimento de 10°C/min sob uma atmosfera de
nitrogénio seco de 30 a 200°C. No caso da liberagdo, cada espécime continha uma
quantidade inicial de 50 mg de diacetato de clorexidina. O meio de dissolugéo
consistiu de 100 mL de agua deionizada estéril a 37°C a uma rotagao de 20 rpm.
Nos periodos de 2 e 6 he 1, 2, 3,4, 7,9, 11 e 14 dias, uma aliquota de 3 mL era
removida e um igual volume de agua era usado para completar o meio. As analises
foram feitas a 254 nm e a concentragcado do farmaco na solucéo, calculada usando a
lei de Bouguer-Lambert-Beer. A analise de difracdo de raios X revelou que no
sistema convencional de adicdo da clorexidina, varios picos caracteristicos ainda
foram notados, sugerindo que parte do farmaco adicionado ainda estava na forma
cristalina. No sistema modificado pelo fluido supercritico, os picos caracteristicos da
clorexidina praticamente desapareceram, sugerindo que o farmaco estaria no estado
amorfo dentro da matriz polimérica. O ponto de fusédo da clorexidina cristalina foi de
157°C. Quando adicionada ao sistema convencional, a intensidade do pico de fusao
da clorexidina diminuiu, sugerindo que a cristalinidade do farmaco foi reduzida. As
temperaturas de transi¢ao vitrea (Tg) do sistema polimérico convencional foram ao
redor de 72°C quando modificado por 12% de clorexidina e de 73°C, por 6% de
clorexidina, as quais foram levemente inferiores a transicdo do sistema sem
clorexidina (74°C). As curvas de DSC do sistema polimérico processado com fluido
supercritico apresentaram picos de pequena intensidade na faixa de 145°C-175°C.
As Tg reduziram para 69°C e 61°C para as formulagbes com 6% e 12% de
clorexidina, respectivamente. Isto sugere que a clorexidina estava na forma amorfa
ou molecularmente dispersa no sistema polimérico. A reducédo da Tg pode ser
explicada pela maior mobilidade das cadeias poliméricas devido a incorporacédo do
farmaco e a porosidade aumentada da matriz apds o processamento supercritico. A
espectroscopia infravermelha sugeriu uma interagdo de ponte de hidrogénio entre a
clorexidina e o PEMA nas amostras. As analises em MEV mostraram que as
amostras ficaram intumescidas e com grande quantidade de poros apdés o

processamento com fluido supercritico. Particulas circulares de clorexidina foram
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visualizadas no sistema polimérico convencional e nao foram visiveis no sistema
supercritico. A liberagcado do diacetato de clorexidina para o sistema polimérico com
fluido supercritico foi de ordem zero e sete vezes maior que o sistema convencional.
Para as amostras convencionais, houve uma alta liberacdo inicial (burst effect) nas
primeiras 24 h, seguida por uma liberagdo controlada até 14 dias, sendo que a
quantidade de clorexidina liberada foi diretamente proporcional a quantidade

adicionada nas amostras.

O efeito da adicdo dos surfactantes Tween 60 e Cremophor RH 40 na
liberacédo de nistatina a partir de um sistema polimérico a base de etileno acetato de
vinila e o efeito da concentracao (2,5, 5, 7,5 e 10% em peso) dos farmacos nistatina,
diacetato de clorexidina e aciclovir incorporados ao copolimero sobre sua taxa de
liberagao foram estudados por Tallury et al. em 2007.2" A incorporacéo dos farmacos
ao polimero foi feita pela técnica da evaporagao de solvente. Para o experimento do
efeito dos surfactantes, as propor¢des de nistatina:surfactantes utilizadas foram de
1:1, 1:2 e 1:3 e a quantidade de nistatina adicionada ao polimero foi de 2,5% em
peso. Espécimes (n=3; 30 x 30 x 0,8 mm) foram confeccionados e armazenados em
10 mL de agua destilada (efeito da concentragéo) ou de tampé&o fosfato salino (efeito
do surfactante) por 12-14 dias. O meio foi trocado e analisado diariamente por
espectrofotometria UV a 306, 257,5 e 253 nm para a nistatina, o diacetato de
clorexidina e o aciclovir, respectivamente, usando curvas de calibragdo. Os
surfactantes ndo exibiram absorvancia na regiao de 200-400 nm e, portanto, n&o
interferiram na analise da nistatina. A quantidade de surfactante liberado foi
determinada em cromatografia liquida de alta eficiéncia: coluna C18 150 x 3,9 mm,
detector evaporativo por espalhamento de luz, eluigao gradiente 70:30 por 5 min e
85:15 por 11 min de agua/acetonitrila a um fluxo de 1 mL/min e volume de inje¢ao de
20 pL. A solubilidade dos farmacos foi determinada, individualmente, em 5 mL de
agua pela agitagéo da solugéo saturada por 24 h a 37°C. O excesso do farmaco foi
filtrado e a solucao foi analisada em UV. A taxa de liberagao da nistatina em tampéao
fosfato foi de O,87pg/cm2 ao dia. As proporgcdes de 1:2 e 1:3 de ambos os
surfactantes resultaram em aumento na liberacéo de nistatina, sendo que o Tween
60 facilitou mais a liberacdo de nistatina que o Cremophor. Quando moléculas de

surfactantes sao dissolvidas em agua em concentragdes acima da critica micelar



49

formam micelas. Uma propriedade importante das micelas € a habilidade de
aumentar a solubilidade de substancias pouco soluveis em agua. Também é
possivel que o surfactante reduza a tensao interfacial entre o polimero e o meio de
dissolucdo, aumentando a dispersabilidade da matriz contendo farmaco permitindo
sua liberagao. Outra possibilidade é a de o surfactante agir causando a entrada do
fluido na matriz e, na sequéncia, ele dissolve e cria canais por onde o farmaco pode
ser liberado. O aumento da concentracdo de surfactantes aumenta o numero de
micelas, que aumenta a porosidade do polimero facilitando a difusao do farmaco. A
concentragdo micelar critica do Tween 60 foi relatada como sendo 30 pg/mL.
Também foi observado que a liberacdo dos farmacos aumentou com o aumento da
concentracido previamente adicionada ao copolimero. A nistatina apresentou a mais
baixa taxa de liberacdo que foi associada a sua menor solubilidade em agua. As
solubilidades obtidas para clorexidina, aciclovir e nistatina foram 20, 2,67 e 0,715
mg/mL, respectivamente. Apesar disso, o aciclovir apresentou taxa de liberagao
maior que a clorexidina e isto foi explicado pelos outros fatores que também
influenciam a liberacdo de farmacos a partir de matrizes poliméricas como sua
solubilidade relativa na matriz, sua interacdo com o polimero e sua difusdo relativa

através dos canais formados no polimero.

Amin et al. (2009)* investigaram a liberagdo do fluconazol (10%), da
clorexidina (10%) e da combinacéo destes farmacos (5%:5%) quando incorporados
a uma resina acrilica autopolimerizavel para bases de préteses. O efeito da
liberagdo dos agentes antifungicos sobre o crescimento de C. albicans também foi
avaliado. Os corpos de prova (3,8 x 1 mm) obtidos foram imersos em 60 mL de agua
destilada por duas, quatro, seis e doze horas, um, dois e quatro dias, uma, duas,
trés e quatro semanas. A analise da liberagdo dos farmacos foi realizada a partir da
agua de imersdo dos corpos de prova por meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia usando os seguintes parametros: fase mével acetonitrila/tampao fosfato
0,001 M (25:75) e fluxo a 1 mL/min, coluna C18 de 25 x 4,6 cm e tamanho de
particula de 5 ym, volume de injegao de 20 pL e comprimento de onda de 210 nm.
Apds cada periodo, aliquotas da agua de imersdo eram retiradas e o meio,
substituido. As aliquotas eram dispensadas em orificios confeccionados em placas

de Sabouraud semeadas com C. albicans e a inibicdo do crescimento fungico foi
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avaliada por meio da mensuragao dos halos formados. Os resultados evidenciaram
uma liberagdo de forma continua e, em consequéncia disso, uma inibigdo do
crescimento de C. albicans durante 28 dias tanto dos farmacos isolados como em

associacao incorporados a resina acrilica.

Ryalat et al.*® estudaram em 2011 a liberacéo de clorexidina incorporada a
uma resina acrilica autopolimerizavel a base de poli metiimetacrilato e o efeito do
farmaco liberado sobre o crescimento de C. albicans. Corpos de prova (3,8 x 1 mm)
foram confeccionados e levados a uma panela pneumatica para polimerizacéo a
uma pressao de 2 bar a 55°C por 15 min. Corpos de prova com adi¢cdao de
clorexidina 10% em peso ao p6 do material também foram confeccionados nas
mesmas condicdes. Para as anadlises de liberagdo, foram confeccionados cinco
corpos de prova para cada grupo experimental. Estes espécimes foram colocados
individualmente em frascos com 5 mL de agua duplamente destilada a 37°C sob
leve agitacdo constante. Apés uma hora, cento e cinquenta yL de uma solugao
contendo o padrao interno (p-metil fenol a 160 nmol/mL) foram adicionados. Em
seguida, vinte uL desta mistura foram injetados no cromatégrafo liquido de alta
eficiéncia. Este procedimento foi repetido apos 24 h, dois, trés, quatro, cinco, seis e
sete dias e cada semana durante quatro semanas. As condigdes de analise em
cromatografia foram: eluicéo isocratica utilizando a fase movel de acetonitrila/tampéo
fosfato 0,01 M (25:75%) a um fluxo de 1 mL/min, volume de inje¢do de 20 pL, coluna
BDS-C18 (25 x 4,6 mm, tamanho de particula 5 um), detecgao ultravioleta a 210 nm.
As solucdes estoque e analiticas foram preparadas com a dissolucédo do farmaco em
agua, tendo sido também adicionado na solugéo analitica o padréo interno. O tempo
de retencdo da clorexidina nestas condigdes foi de 4,86 min. Para as analises
microbiolégicas, uma cepa resistente de C. albicans foi isolada de um paciente e
uma cepa referéncia (ATCC 90028) foi usada como controle. Durante os
experimentos, as cepas foram plaqueadas duas vezes em agar Sabouraud por 24 h
a 35°C para garantir sua viabilidade e pureza. O inéculo foi preparado coletando-se
cinco colénias de 1 mm, as quais foram suspensas em 5 mL de solugao salina estéril
0,85%. A turvacédo da suspenséao foi ajustada a 0,5 da escala McFarland. Vinte pL
dos eluatos dos corpos de prova contendo ou nao clorexidina foram colocados nas

placas de cultura incubadas a 35°C por 72 h. O experimento da difusdo em agar foi
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repetido cinco vezes para cada corpo de prova. A liberacdo de clorexidina foi alta
inicialmente durante dois a sete dias, seguida por uma liberagdo controlada até os
28 dias de ensaio, sendo que apos 24 h haviam sido liberados 606 pg/mL do
farmaco. A maior liberagéo inicial da clorexidina em agua deve-se a um processo de
difusdo concentragdao-dependente que consistiu de duas fases. A primeira fase
rapida resulta de uma liberagao do farmaco superficial obedecendo a lei de Fick. A
liberacdo subsequente controlada pode ser o resultado de um processo complexo,
envolvendo a formacao de fluidos ao redor das particulas do farmaco e a interagao
destes fluidos com o mecanismo de absor¢do de agua do polimero. Além de a
liberagao poder ter ocorrido a partir de fendas e porosidades formadas no polimero
pelas forcas osmaticas consequentes da adicado do farmaco ao material. Os eluatos
dos corpos de prova contendo clorexidina a 10% demonstraram atividade antifungica
durante todo o periodo do experimento e os eluatos controles n&o inibiram o

crescimento de C. albicans.

Salim et al. (2012)*° incorporaram fluconazol puro, em pé a partir de
capsulas ou clorexidina em um polimero de polietil metacrilato e tetrahidrofurfuril
metacrilato com o objetivo de avaliar a atividade antifungica contra espécies de
Candida e a liberacao destes farmacos durante 28 dias. Os corpos de prova (n=5; 40
x 0,5 mm) foram confeccionados a partir da mistura de 1 g de polietil metacrilato e
0,6 mL do mondémero (grupo controle) e, para os espécimes modificados, dez
porcento em peso do pré-polimero foram substituidos por 10% de um dos farmacos
e, no caso do fluconazol a partir de capsulas, foram adicionados 25% (equivalentes
aos 10% do fluconazol puro) e, entédo, polimerizados a temperatura ambiente por 15
min. Os discos foram incubados em 20 mL de agua destilada estéril a 37°C por 28
dias, sendo que o meio foi agitado levemente trés vezes ao dia, coletado e
substituido nos periodos de 24 h, trés, sete, 14, 21 e 28 dias. A liberagcédo e a
atividade antifungica foram avaliadas com a técnica do bioensaio. Uma suspenséao
da cepa de C. kefyr San Antonio ou de C. albicans (ATCC 90028) foi misturada em
agar com meio YNB com glicose (1%) e citrato trissédico (0,59%) e colocada em
placas de cultura. Pogos de 8 mm de didmetro foram, entdo, removidos do agar.
Duas diluicbes em série de fluconazol puro e de clorexidina foram preparadas e

essas concentragdes conhecidas foram usadas como padrdo e controle interno.
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Triplicatas dos padrdes, duplicatas dos controles internos e duplicatas de cada
eluato dos corpos de prova nos seis periodos em analise foram colocadas nos
pocos. Duplicatas do mondmero e do pré-polimero diluidas em dimetil sulfoxido
também foram testadas. Apds incubagao durante a noite a 37°C, os halos de inibicao
foram mensurados com o auxilio de um paquimetro digital. Os halos médios de
inibicdo dos farmacos padrbes foram plotados, gerando uma curva de calibragao.
Esta curva foi utilizada para calcular as concentragbes dos farmacos nos controles
internos e liberados dos espécimes. Para preencher o controle de qualidade do
estudo, os controles internos deveriam estar dentro de 20% da concentragéo
esperada para cada farmaco. O bioensaio foi validado de acordo com os parametros
de linearidade, precisdo, exatiddo e reprodutibilidade. O limite de deteccao foi
calculado como o menor halo de inibicdo detectavel e um coeficiente de variagao
menor que 20% foi aceitavel. Uma linearidade maior que 0,99 foi aceita e a
reprodutibilidade do método foi validada a partir da reanalise de 30% das amostras
em dias diferentes. Um teste de susceptibilidade antifungica da clorexidina e do
fluconazol puro foi realizado em 46 cepas isoladas de Candida, sendo 32 de C.
albicans, 13 de C. glabrata e uma de C. kefyr. As CMI foram determinadas para
ambos os farmacos usando a metodologia da microdiluicdo. Duas diluicbes seriadas
de fluconazol (0,125-2048 mg/L) e clorexidina (0,1-50 mg/L) foram preparadas em
agua destilada estéril e um inéculo de 1 x 10% microrganismos/mL foi usado. Apds 48
h de incubagao a 37°C, o crescimento dos microrganismos em cada pogo foi medido
espectrofotometricamente a 490 nm. Para o fluconazol, a CMI foi a menor
concentragdo que reduziu 50% do crescimento em relagcdo ao controle (sem
farmaco). E, para a clorexidina, a CMI foi a concentragdo mais baixa que reduziu
80% do crescimento de Candida. Os resultados mostraram que um total de 53%
(190 mg/L) de clorexidina, 38,5% (120 mg/L) de fluconazol puro e 13,2% (50 mg/L)
de fluconazol puro a partir de capsulas foram liberados dos discos durante 28 dias.
Para todos os farmacos, houve uma alta taxa de liberac&o inicial seguida por uma
liberacdo reduzida, porém controlada durante todo o periodo. Da concentracéo total
liberada, 71,8% da clorexidina, 75,1% do fluconazol puro e 70,5% do fluconazol a
partir de capsulas foram liberados durante a primeira semana de armazenamento. A
liberacdo lenta foi atribuida a uma provavel difusdo a partir do interior do polimero
via formacgéo de goticulas de agua ao redor do farmaco, concentragao-dependente.

A liberagao de clorexidina foi significativamente maior que a de fluconazol. Os limites
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de deteccdo foram de 6,25 e 50 mg/L para o fluconazol e para a clorexidina,
respectivamente. As CMI para isolados de C. albicans foram de 0,61 mg/L e 5,03
mg/L; de C. glabrata foram de 30,34 mg/L e 4,78 mg/L e de C. kefyr foram de 0,5
mg/L e 0,78 mg/L para o fluconazol e para a clorexidina, respectivamente. A
quantidade liberada das amostras na ultima semana excedeu as CMI da maioria dos
isolados para o fluconazol e de todos os isolados para a clorexidina. O sistema
polimérico foi caracterizado como tendo capacidade distintiva de absorgao de agua e

de liberacéo controlada de farmaco.

2.3 PROPRIEDADES FiSICAS E MECANICAS

O trabalho de Douglas e Clarke (1975)* avaliou propriedades fisicas e
mecanicas de trés materiais macios (Coe-Comfort, Coe-Soft e Coe-Supersoft) com
incorporacao de nistatina 750.000 Ul. Os corpos de prova do reembasador resiliente
semipermanente Coe-Supersoft foram confeccionados em dois diferentes ciclos de
polimerizagao: a 75°C por 6 h + 30 min a 1 h a 100°C ou a 40°C por 14 h, uma vez
que, segundo os autores, esta temperatura mais baixa é mais compativel com a
presenca de nistatina no material. Para o teste de absor¢cdo de agua, corpos de
prova (n=2; 50 x 3,5 mm) com e sem adicao de nistatina foram secos com pentdxido
de fosforo até a obtencdo de massa estavel. Na sequéncia, foram imersos em agua
a 37°C e pesados em intervalos durante 60 dias. A resisténcia de unido foi testada a
5 cm/min utilizando corpos de prova (n=5; 6 x 6 mm), que foram seccionados ao
meio e, entdo, unidos usando um material macio apropriado. O teste de dureza foi
feito com uma carga primaria de 1 Gm por 15 s, seguida por 10 Gm por 30 s
utilizando corpos de prova (n=2) de 3,5 mm de espessura que foram imersos em
agua a 37°C e a avaliacéao feita por 50 dias. Para avaliar a tensdo em compressao,
corpos de prova (3/4 de polegada de altura e 1/2 polegada de didmetro) foram
incluidos em gesso e armazenados em agua a 37°C por sete dias de acordo com a
especificacdo n° 11 da ADA. Os materiais modificados apresentaram-se macios e,
segundo os autores, os resultados das propriedades avaliadas provavelmente nao
acarretariam reducao de performance clinica. As alteragdes mais significantes dos
materiais modificados foram observadas na propriedade de absorgédo de agua, tendo

sido mais significativa no condicionador de tecido Coe-Comfort seguido pelo
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reembasador resiliente temporario Coe-Soft. Entretanto, de acordo com os autores,
isto poderia aumentar a efetividade farmacoldgica destes materiais pela facilitagao

da liberacéo de nistatina para as superficies teciduais.

Addy e Handley,®® em 1981, avaliaram algumas propriedades de uma resina
acrilica termopolimerizavel (Croform) e um condicionador de tecido (Visco-gel) apos
a incorporagao de acetato de clorexidina a 2, 5 ou 10% ao p6 dos materiais. Grupos
controles sem adi¢ao de clorexidina foram obtidos nas condi¢cdes avaliadas. Para a
analise de perda de massa e absorgédo de agua, corpos de prova circulares (25 x 3
mm) foram submetidos a secagem até atingirem massa constante e depois, imersos
em agua destilada para serem pesados trés vezes por semana durante 87 dias.
Para os testes de dureza, resisténcia a flexdo e moddulo de elasticidade, foram
utilizados corpos de prova nas dimensdes de 70 x 2,5 x 10 mm. Para a resina
acrilica (controle), a porcentagem de ganho de massa foi mais acentuada nos dez
primeiros dias e, apés 30 dias, praticamente ndo houve mais alteracdes. Nos corpos
de prova de resina acrilica contendo clorexidina, o0 ganho de massa maximo também
ocorreu nos dez primeiros dias, sendo verificada perda gradativa de massa apos
esse periodo. Todos os corpos de prova do condicionador de tecido apresentaram
um progressivo aumento de massa ao longo do periodo de avaliagao, apesar de o
aumento ter sido mais consideravel durante 60 dias. A dureza e o mddulo de
elasticidade foram significativamente reduzidos na resina acrilica com adicdo de
clorexidina. De acordo com os autores, as mudangas observadas foram coerentes
com o padrao de incorporacdo de clorexidina na matriz polimérica. Apesar dos
resultados, a incorporacdo de clorexidina nos materiais avaliados foi considerada

valida para reembasamento de préteses existentes.

No mesmo ano, Thaw et al.?

realizaram um estudo para avaliar o efeito da
adicao de clorexidina ou de agua sobre o modulo de elasticidade e a dureza de uma
resina acrilica autopolimerizavel (Croform). Um grupo sem adi¢gdo de farmaco ou de
agua também foi obtido para controle. A agua foi adicionada ao monémero do
material nas proporgdes volumétricas de 10, 20 e 30%. O acetato de clorexidina a

10% foi adicionado ao p6 do material. Blocos (70 x 45 x 3,5 mm) foram polidos
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(#600) até que a espessura de 2,5 mm fosse atingida. Cada bloco foi seccionado
para a obtengcdo de corpos de prova com dimensdes de 10 x 2,5 mm (n=10). Os
resultados demonstraram que a dureza e 0 mdédulo de elasticidade da resina acrilica
reduziram significativamente com a adicdo de agua e clorexidina. Essa diminuigao
se mostrou progressiva com o aumento volumétrico da agua adicionada. Concluiu-
se, portanto, que a incorporacgao de clorexidina ou de agua alterou as propriedades
mecanicas da resina acrilica autopolimerizavel, o que ndo contraindicaria seu uso

pela vantagem no que se refere a liberagado do farmaco.

Schneid (1992)" investigou a viabilidade de um sistema de liberagdo de
quatro agentes antifungicos (clorexidina, clotrimazol, fluconazol e nistatina) para o
tratamento da estomatite protética. Os antifungicos foram adicionados ao material
nas concentragcées de 250, 500 e 1000 mg para a clorexidina, o clotrimazol e o
fluconazol e de 125, 250 e 500 mg para a nistatina. Os farmacos foram incorporados
ao liquido, sendo a manipulacdo com o po realizada de acordo com as instrugdes do
fabricante. Como controle, utilizou-se o material sem adi¢cao de farmaco. Os corpos
de prova constituiram-se de discos confeccionados com uma camada de 6 mm do
condicionador de tecido Lynal sobre 2 mm de resina acrilica termopolimerizavel para
base de prétese. A mensuracdo da dureza Shore A foi realizada diariamente,
durante 14 dias. Nesse periodo, os corpos de prova ficaram armazenados em saliva
artificial a 37°C. Para os testes de resisténcia a tragao, foram confeccionadas barras
cilindricas do condicionador de tecido (5 mm) com resina acrilica aderida as suas
extremidades. Para a avaliagdo da atividade antifungica, placas de Petri continham
uma camada do condicionador de tecido impregnado com um dos antifungicos,
coberta por outra camada de agar Sabouraud. Diariamente, por 16 dias, e
semanalmente, por 42 dias, essas amostras eram inoculadas com suspensdes de C.
albicans contendo 10? células/mL para o fluconazol ou 10° células/mL para os
demais farmacos. Avaliagdes quantitativas do crescimento fungico eram realizadas
cinco dias apo6s cada inoculagdo. A dureza de todos o0s grupos experimentais
aumentou proporcionalmente com a concentracdo de farmaco e o tempo de
avaliagao, entretanto, os valores obtidos foram considerados aceitaveis clinicamente
(Shore A < 49). As médias de resisténcia a tragdo aumentaram em todos os grupos

experimentais e foram significativamente superiores as obtidas com o controle.
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Todas as falhas foram caracterizadas como coesivas. Os farmacos testados
demonstraram inibicdo do crescimento de C. albicans, o que n&o ocorreu no grupo
controle. Essa inibicdo foi mais acentuada com maiores concentragdes dos
farmacos, sendo reduzida ao longo do tempo de avaliagdo. Os autores concluiram
que os quatro antifungicos testados poderiam ser combinados com o condicionador
de tecido para inibicdo fungica. Foi sugerido que a modificagdo do material pelos
farmacos nao alterou clinicamente sua dureza e que, apesar de ter aumentado sua

resisténcia a tracdo, néo interferiu com a uniédo a resina acrilica termopolimerizavel.

Em 2006, Urban et al.'® avaliaram a resisténcia a tragdo de um
condicionador de tecido (Dura Conditioner) com (500.000 e 1.000.000 Ul) e sem
incorporacao de nistatina, apds 24 h e sete dias de armazenagem em agua destilada
a 37°C. Corpos de prova (n=7) em forma de halteres com area util central retangular
(33 x 6 x 3 mm) foram submetidos aos testes de tragdo a uma velocidade de 40
mm/min. Diferengas significativas foram observadas entre os periodos de
armazenagem, mas nao entre os grupos controle e os experimentais. Comparada ao
periodo de 24 h, a imersao em agua por sete dias causou redugao na resisténcia a
tracdo do material, independentemente da adigdo de nistatina. De acordo com as
condicdes estudadas, foi possivel concluir que a incorporacdo de nistatina em até

1.000.000 Ul nao afetou a resisténcia a tragao do material.

O padréao de incorporagao de farmacos antifungicos em um condicionador de
tecido (Softone) foi avaliado por Urban et al. (2009)?® por meio de MEV, além da
utilizacao de espectroscopia por energia dispersiva de raios X com a finalidade de
identificar os antifungicos (nistatina, miconazol, cetoconazol e diacetato de
clorexidina) dispersos no material. Ao pé do material, foram acrescentadas duas
concentragdes de cada farmaco: nistatina (500.000 e 1.000.000 Ul), miconazol (125
e 250 mg), cetoconazol (100 e 200 mg) e diacetato de clorexidina (5% e 10%).
Corpos de prova (n=5; 36 x 7 x 6 mm) modificados ou ndo (grupo controle) pela
adicdo de farmaco foram entdo confeccionados a partir da adicdo do liquido e
manipulacdo de acordo com as instrugdes do fabricante. Trés areas aleatérias dos

corpos de prova de cada grupo foram selecionadas para as analises. Os corpos de
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prova contendo nistatina apresentaram distribuicdo uniforme de particulas com
formas e tamanhos aleatdrios, variando de 10 a 50 um. As particulas de miconazol
dispersas no material se mostraram irregulares, com dimensdes entre 25 e 50 ym,
enquanto as de cetoconazol eram esféricas e uniformes, variando entre 10 e 25 uym.
A analise em MEV exibiu particulas disformes de clorexidina de até 50 ym. A
presenca de ions de enxofre e calcio na matriz do condicionador de tecido foi
observada na analise em espectroscopia do grupo controle e, consequentemente,
em todos os demais grupos de estudo. fons cloro foram também identificados nos
grupos contendo miconazol e clorexidina. De acordo com os autores, a atividade
desejavel de um antifungico adicionado a um sistema polimérico depende da
habilidade de liberacdo das particulas desse farmaco. Dentre os fatores
relacionados a liberagdo, os autores listaram e discutiram os seguintes: tamanho de
particula, peso molecular, distribuicdo no interior da matriz, concentragao adicionada
e as propriedades de difusdo e dissolugdo do farmaco. Com relagao a matriz, foram
relatados e discutidos a micromorfologia, permeabilidade, porosidade e interagao
com o farmaco como outros fatores que interfferem na sua liberacdo. O
condicionador de tecido modificado demonstrou diferencas quanto a distribuicao e
tamanho das particulas dos farmacos antifungicos adicionados a sua matriz. Foram
sugeridos outros estudos que discriminassem os fatores e as caracteristicas mais

importantes que influenciam na liberagao do farmaco a partir da matriz polimérica.

O estudo de Bueno et al. (2012)®" avaliou a dureza Shore A de dois
materiais macios temporarios (Trusoft e Softone) para base de protese modificados
pela incorporacdo de CMIs para o biofiime de C. albicans (SC 5314) de cinco
farmacos utilizados no tratamento de estomatite protética. Corpos de prova (n=8; 36
X 7 x 6 mm) dos materiais foram confeccionados sem (controle) ou com adi¢ado dos
farmacos em suas CMIs (nistatina = 0,032 g; diacetato de clorexidina = 0,064 g;
cetoconazol = 0,128 g; miconazol = 0,256 g e itraconazol = 0,256 g para cada grama
do p6 dos materiais). Apds armazenamento em agua destilada a 37°C por 24 h, sete
e 14 dias, foram realizados os testes de dureza Shore A. A adi¢cado dos antifungicos
em ambos os materiais ndo alterou os valores de dureza ou resultou na sua
diminuicdo em relacdo ao controle, exceto para a incorporacdo de miconazol ao

Softone, que demonstrou significativamente maiores médias apds 14 dias. Em todas
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as condigdes, as médias de dureza do Softone foram inferiores aquelas observadas
para o Trusoft. Os autores concluiram que a adi¢ao de todos os farmacos testados,
exceto o miconazol no Softone, ndo causou alteracbes deletérias a dureza dos

materiais no periodo avaliado.

Em 2012, Galitesi et al.®® avaliaram a resisténcia a tragdo de um
reembasador resiliente temporario (Trusoft) modificado pela adigdo de farmacos
antifungicos nas suas CMIs para o biofiime de C. albicans (SC 5314). Corpos de
prova em forma de halteres (n=7) com area de secc¢ao util transversal central (33 x 6
x 3 mm) foram confeccionados. Os grupos avaliados foram: controle (sem adi¢ao de
farmaco) ou nistatina = 0,032 g; diacetato de clorexidina = 0,064 g e cetoconazol =
0,128 g adicionados para cada grama do p6 do material. Os corpos de prova foram
imersos em agua destilada a 37°C por 24 h, sete e 14 dias e, entdo, testados em
tensdo em maquina de ensaios universal a 40 mm/min para a determinagdo da
resisténcia a tracdo e porcentagem de alongamento. Para todos os grupos, nao
houve diferencga significante nas médias de resisténcia a tragdo para o Trusoft apds
14 dias de avaliagdo em comparacao as 24 h. A unica diferenga significativa para as
médias de resisténcia a tragcdo entre os grupos foi observada com o cetoconazol em
sete dias em relacdo aos demais periodos. Similarmente, o material modificado com
cetoconazol demonstrou maiores porcentagens de alongamento apés 14 dias que
em 24 h. Nas condi¢des in vitro testadas, foi concluido que em comparagao ao
controle, a adicdo das CMIs de clorexidina e nistatina no Trusoft ndo resultou em
efeitos deletérios em suas propriedades de resisténcia a tragcdo e alongamento em

até 14 dias de imersdo em agua.

O efeito da incorporagdo de farmacos antifungicos nas suas CMIs para o
biofilme de C. albicans (SC 5314) na rugosidade de superficie de materiais macios
temporarios para base de proteses foi avaliado por Neppelenbroek et al. (2012).8
Corpos de prova (n=8; 36 x 7 x 6 mm) dos materiais macios (Softone e Trusoft)
foram confeccionados sem (controle) ou com incorporagdo dos farmacos em suas
CMis (nistatina = 0,032 g; diacetato de clorexidina = 0,064 g; cetoconazol = 0,128 g;

miconazol = 0,256 g e itraconazol = 0,256 g para cada grama dos materiais). Apos
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armazenamento em agua destilada a 37°C por 24 h, sete e 14 dias, os corpos de
prova foram submetidos a analise da rugosidade de superficie em rugosimetro. A
incorporacgao de nistatina aos dois materiais, de diacetato de clorexidina ao Trusoft e
de cetoconazol ao Softone ndo alterou os valores de rugosidade em relagdo ao
controle apds sete e 14 dias. Nesses periodos, o itraconazol aumentou a rugosidade
dos materiais. Em relagdo as 24 h iniciais, o periodo de 14 dias mostrou que a
rugosidade com a adigdo de nistatina, miconazol e cetoconazol foi reduzida para o
Trusoft e ndo apresentou alteragdo para o Softone. Foi concluido que, no periodo
final de avaliacdo, a adicdo de nistatina, miconazol e cetoconazol em ambos os
materiais e de diacetato de clorexidina no Trusoft ndo resultou em efeitos adversos a

rugosidade de superficie.

Ainda em 2012, Neppelenbroek et al. (2012)%° avaliaram o efeito da
incorporagao de farmacos antifungicos nas suas CMIs ao biofiime de C. albicans
(SC 5314) sobre a resisténcia a tragdo e alongamento de um condicionador de
tecido (Softone). Foram confeccionados corpos de prova (n=7) em forma de halteres
com area util de seccéao transversal central de 33 x 6 x 3 mm. Os grupos avaliados
consistiram de corpos de prova de Trusoft sem (controle) ou com a incorporagéo das
CMls de trés farmacos: nistatina = 0,032 g; diacetato de clorexidina = 0,064 g e
cetoconazol = 0,128 g (para cada grama do material). Os corpos de prova foram
imersos em agua destilada a 37°C por 24 h, sete e 14 dias e, entdo, testados em
tensdo em maquina de ensaios universal a 40 mm/min para a determinagdo da
resisténcia a tracdo e porcentagem de alongamento. Para todos os grupos, a
resisténcia a tracdo do Softone apds 14 dias foi significativamente maior que em 24
h. Independentemente da adicdo de farmaco, os corpos de prova apods 14 dias
demonstraram significativamente maiores porcentagens de alongamento que em 24
h e sete dias de imersdo em agua. Os grupos modificados por diacetato de
clorexidina e nistatina apresentaram maiores porcentagens de alongamento,
seguidos respectivamente pelo grupo modificado pelo cetoconazol e o controle. Foi
concluido que em relagdo ao controle, a adigao de todos os farmacos em suas CMIs
nao promoveu efeitos deletérios na resisténcia a tragdo do material macio ao longo

do periodo de avaliacdo. Dentre as condi¢des avaliadas, a incorporacao de diacetato
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de clorexidina e nistatina no Softone resultou em maiores porcentagens de

alongamento.

Alcantara et al. (2012)** avaliaram o efeito da adicdo de antifingicos na
resisténcia da unido ao descolamento entre um material macio temporario (Soft
Comfort) e uma resina acrilica termopolimerizavel para base de protese (QC 20). Os
corpos de prova da resina acrilica (n=9; 75 x 10 x 3 mm) foram obtidos e
armazenados em agua destilada a 37°C por 48 h. As concentragdes de farmacos
(nistatina 500.000 e 1.000.000 UI; miconazol 125 e 250 mg; cetoconazol 100 e 200
mg e diacetato de clorexidina 5% e 10%) foram incorporadas ao pé do material
antes da adigdo do liquido. Um grupo sem a adigdo de antifungicos foi utilizado
como controle. Corpos de prova reembasados (n=9; 75 x 10 x 6 mm) foram imersos
em agua destilada a 37°C por 24 h para entdo serem submetidos ao teste de
resisténcia da unido ao descolamento a 180° sob velocidade de 10 mm/min. N&o
foram encontradas diferengas significativas entre os grupos de estudo avaliados.
Falhas coesivas do material macio foram predominantemente observadas. De
acordo com os resultados obtidos, os autores concluiram que a resisténcia da uniao
ao descolamento entre a resina de base e o material macio testados n&o foi

adversamente afetada pela adicdo dos agentes antifungicos.

Os efeitos sobre o grau de conversao e a estabilidade de cor de um polimero
a base de polietil metacrilato e tetrahidrofurfuril metacrilato modificado pela adigao
de clorexidina ou fluconazol foram estudados por Salim et al.®® em 2012. Os
materiais foram preparados com a mistura de 1 g de polietil metacrilato (contendo
<1% de peréxido de benzoila) e 0,6 mL do mondmero (contendo N,N-dimetil-p-
toluidina). Para as amostras impregnadas, os farmacos foram misturados ao p6 do
material e o liquido entdo adicionado. 10% em peso do pré-polimero foram
substituidos por clorexidina, fluconazol puro ou por 25% de fluconazol em p6 a partir
de capsulas (que correspondiam a 10% do fluconazol puro). Para avaliar o grau de
conversdo, amostras (n=10) foram misturadas e agitadas até a fase plastica e
colocadas na mesa de uma unidade de reflectdncia total microatenuada do

equipamento de espectroscopia infravermelha com transformada de Fourier e as
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analises foram feitas imediatamente (amostra ndo polimerizada) e apdés 24 h
(amostra polimerizada). A varredura foi feita na faixa de 4000 a 500 cm™, quatro cm™
'de resolucéo, trinta e dois scans e a mensuragéo do grau de converséo, a partir da
relacdo entre as bandas alifatica a 1635 cm™ e carbonila a 1720 cm™, como padréo
interno, antes e apds a polimerizagdo. Corpos de prova (n=5; 10 x 1 mm), nos
mesmos grupos anteriores, foram mantidos a temperatura ambiente por 15 min e
entdo armazenados em agua destilada estéril a 37°C por 24 h para polimerizagao. A
cor dos espécimes foi avaliada espectrofotometricamente apds 24 h e apds 28 dias
de armazenamento em agua de acordo com o sistema CIE L*a*b*. As alteragbes de
cor também foram avaliadas usando as unidades NBS (National Bureau of
Standards). Os resultados mostraram maiores porcentagens de grau de conversao
para amostras sem farmaco comparadas com aquelas modificadas. Isto pode ser
atribuido a uma polimerizagao incompleta pela presencga das particulas do farmaco.
Os valores mais baixos foram observados para o fluconazol proveniente das
capsulas o que foi relacionado a presenga de excipientes no pd das capsulas e a
necessidade de adicao de uma maior quantidade de po para equivaler a quantidade
ativa do farmaco, resultando na quebra da estrutura polimérica e interferéncia com a
propagacao das cadeias. No caso da clorexidina, pode ter havido uma influéncia na
eficiéncia da polimerizagcdo provavelmente devido a protonagdo da molécula. Os
deslocamentos observados nos picos correspondentes ao grupo carbonila das
amostras impregnadas em relagdo as controles podem ser atribuidos a interagdes
de ponte de hidrogénio com grupos N-H da clorexidina e grupos O-H do fluconazol.
Embora sem significancia estatistica, o mais baixo grau de conversao da clorexidina
em relacao ao fluconazol puro foi associado ao maior peso molecular da clorexidina.
Os corpos de prova controles nao tiveram mudancgas significativas na cor quando
comparados com os grupos de adicdo de farmacos. As mudancgas de cor foram
atribuidas a absorgdo de agua, composi¢cdo quimica e ao monémero residual. A
menor estabilidade de cor das amostras contendo fluconazol em p6é a partir de
capsulas foi relacionada a alta absor¢géo de agua e maior quantidade de monémero
residual devido a maior quantidade de pé adicionada ao material. Foi encontrada
uma forte correlagdo negativa entre grau de conversdo e estabilidade de cor. Os
autores concluem que o polimero em estudo pode ser considerado um sistema

biocompativel de liberagao de farmacos e que, embora as alteragdes tenham sido



62

significativas, o impacto dos resultados pode nao ser de significancia clinica, visto

que os valores estavam dentro dos aceitaveis pela ISO.

No mesmo ano, Salim et al.®

realizaram um estudo para avaliar o efeito da
incorporacao de clorexidina, fluconazol puro ou fluconazol em pé obtido a partir de
capsulas sobre a absor¢cdo de agua e a resisténcia da unido ao cisalhamento com
uma resina para base de protese de uma matriz polimérica a base de polietil
metacrilato e tetrahidrofurfuril metacrilato. Foram confeccionados cilindros (n=8; 16 x
25 mm) de resina termopolimerizavel que, apos 24 h, foram polidos (#600) e
receberam aplicacdo de acetona e de adesivo que foi deixado secar por 30 min.
Discos (n=8; 8 x 3 mm) de polietil metacrilato/tetrahidrofurfuril metacrilato (1 g:0,6
mL) foram preparados e deixados polimerizar por 24 h. Para os discos impregnados
com farmacos, dez porcento do p6é do pré-polimero foram substituidos por 10% em
peso de clorexidina, fluconazol puro ou 25% de fluconazol em pé a partir de
capsulas (correspondentes a 10% do fluconazol puro). Os corpos de prova foram
testados imediatamente apés 24 h da polimerizagdo completa do material
autopolimerizavel ou apés armazenamento em 100 mL de agua destilada a 37°C por
28 dias. Foi usada uma carga de 500 N e velocidade de 1 mm/min e as falhas foram
examinadas visualmente e avaliadas por dois examinadores. Os corpos de prova
(n=5; 40 x 0,5 mm) para absor¢ao de agua foram feitos da mesma forma que para
resisténcia ao cisalhamento e deixados polimerizar por 15 min. Os espécimes foram
armazenados em dessecador contendo silica gel anidra a 37°C e pesados
diariamente em balanga de preciséo (0,01 mg) até que a massa estivesse constante
e que a diferenga entre as pesagens num intervalo de 24 h fosse inferior a 0,1 mg.
Em seguida, foram imersos em 100 mL de agua destilada estéril a 37°C e as
mensuragdes das massas foram feitas diariamente durante a primeira semana,
semanalmente durante dois meses e mensalmente até seis meses. Em cada uma
dessas mensuragdes, os espécimes eram removidos da agua, secos com papel filtro
até a eliminagado da umidade visivel e com jato de ar por 15 s, pesados e novamente
imersos em agua. Os resultados mostraram que a impregnagao com os farmacos
afetou a absorgdo de agua e a unido a resina termopolimerizavel do sistema
polimérico. A resisténcia ao cisalhamento foi maior para o grupo controle em relagao

aos experimentais nos dois periodos em avaliagao; esta propriedade foi reduzida
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para todos os grupos apos 28 dias de armazenamento e todos os valores foram
superiores aos recomendados (> 0,44 MPa). A menor resisténcia dos grupos
impregnados pode estar relacionada a presenca dos farmacos os quais poderiam
romper a estrutura polimérica e introduzir mais espagos e menor homogeneidade na
matriz polimérica, potencialmente enfraquecendo a unido com a resina de base.
Além disso, estes farmacos poderiam afetar a polimerizagdo, impedindo a
propagacao das cadeias. As falhas foram adesivas em todos os grupos, indicando
que a unido é mais fraca que a resisténcia do material experimental. A reducao da
resisténcia ao cisalhamento com o tempo de imersao é explicada pela capacidade
de absorgdo de agua do polimero, visto que os autores encontraram uma forte
correlagdo negativa entre absorgdo de agua e resisténcia ao cisalhamento. Houve
um aumento da absorg¢ao de agua no polimero impregnado que pode ter sido devido
a formagdo de goticulas em torno das particulas do farmaco que aumentam
conforme a agua entra no material pelo gradiente osmaético entre as goticulas
internas e 0 meio externo. Outro fator que pode ter desempenhado um papel na
absorcdo de agua é a solubilidade do farmaco adicionado. Uma vez que a
clorexidina apresenta maior solubilidade em agua e tem um peso molecular duas
vezes maior que o fluconazol, quando as particulas da clorexidina difundem para a
agua, deixam poros maiores no material, que, por sua vez, absorve mais agua. A
absorcao da agua poderia ser benéfica para o sistema polimérico ja que resultaria
em uma facilitacdo da liberagao do farmaco, embora a possibilidade de liberagao de
mondémero residual também aumente. Neste aspecto, os autores encontraram uma
forte correlagc&o positiva para todos os farmacos entre absor¢cao de agua e liberagéo
in vitro, avaliada em um estudo anterior. Ainda, houve uma correlacao linear entre a
alteracdo de massa e a raiz quadrada do tempo de imersdo nos estagios iniciais da
avaliacdo da absorcdo de agua refletindo uma difusdo controlada. Os autores
afirmam que a absorgdo de agua em fluidos como a saliva € muito mais baixa do
que em agua destilada como resultado da osmolaridade aumentada que limita a
absorcdo. Em consequéncia disso, a resisténcia ao cisalhamento poderia ser ainda

mais alta na cavidade oral que na agua destilada in vitro.

Em 2013, Pellissari et al.?® avaliaram o efeito da incorporacdo dos farmacos

nistatina, miconazol, cetoconazol, itraconazol e diacetato de clorexidina nos
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materiais macios temporarios Softone e Trusoft sobre a resisténcia da unido ao
descolamento a uma resina acrilica para base de prétese. Os grupos avaliados
foram: S e T (controles); Ni-S; Ni-T; Mc-S; Mc-T; Ce-S; Ce-T; It-S; It-T; CIx-S; CIx-T,
sendo que os farmacos foram adicionados em suas CMIs (0,032; 0,256; 0,128;
0,256 e 0,064 g para nistatina, miconazol, cetoconazol, itraconazol e diacetato de
clorexidina, respectivamente, para cada grama do material) ao biofime de C.
albicans. Amostras (n=7; 75 x 10 x 6 mm) foram confeccionadas e armazenadas em
agua destilada a 37°C por 24 h, sete e 14 dias. Os resultados demonstraram que
nao houve diferencga significativa nos valores de resisténcia ao descolamento entre
os grupos Ni-S, Ce-S, CI-S e Ni-T, Mc-T, Ce-T em relacédo aos controles. Foi notado
um aumento nos valores de resisténcia ao descolamento com o tempo de imersao
para ambos os materiais. A maioria das falhas foi coesiva dos materiais macios,
entretanto, falhas mistas e adesivas também foram observadas apds sete e 14 dias
para todos os grupos experimentais. Os autores concluiram que a adigdo dos
farmacos, exceto o itraconazol, nos materiais macios ndo resultou em valores
inferiores aos sugeridos para resisténcia da unido ao descolamento (0,045 MPa)

apos sete e 14 dias de avaliagao.

O efeito da adicdo de CMI ao biofilme de Candida albicans de farmacos
antifungicos na sor¢cdo de agua e solubilidade dos materiais macios temporarios
Softone e Trusoft foi avaliado por Lima em 2013.%” Corpos de prova (n=10; 50 x 0,5
mm) de ambos o0s materiais foram confeccionados sem (controle) ou com a
incorporagao dos farmacos nistatina (0,032 g), cetoconazol (0,128 g) ou diacetato de
clorexidina (0,064 g para cada grama do material). Para determinar a sor¢ado de
agua e solubilidade (ug/mm?®), os espécimes foram dessecados em dessecador a
vacuo a 37°C, imersos em 20 mL de agua destilada a 37°C por 24 h, sete ou 14
dias, pesadas, dessecadas e pesadas novamente. A sorgdo de agua dos dois
materiais avaliados aumentou com a adicdo de nistatina e clorexidina apos 24 h e
sete dias de imersdo em agua. Apods 14 dias, exceto pela clorexidina no Softone
(483,0 £ 61,0 pg/mm3), a sorcao dos materiais ndo foi afetada pela adigdo dos
farmacos (Softone: Ni- 310,7 + 55,0; Ce- 202,1 + 52,3 / Trusoft: Ni- 320,3 £ 22,9; Ce:
300,5 + 69,5; Clx: 331,0 + 48,2 pg/mm?®) em comparacéo aos respectivos controles
(Softone: 244,0 + 42,0; Trusoft: 274,9 + 83,1 yg/mm?). Para todos os grupos, o
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tempo de imersdo aumentou a solubilidade do Softone (24 h: 18,8 £ 9,8; sete dias:
32,2 + 4,5; 14 dias: 58,8 + 8,8 pg/mmS), mas nao do Trusoft (24 h: 12,5 + 4,5; sete
dias: 14,3 £ 5,2; 14 dias: 15,5 £ 5,7 pg/mmg). Em relagdo aos controles e para todos
os periodos, a solubilidade dos dois materiais foi alterada com clorexidina e
cetoconazol, mas nao sofreu influéncia da nistatina. Foi possivel concluir apés 14
dias de imersdao em agua, a adicao das CMI de nistatina e cetoconazol nos dois
materiais e de clorexidina no Trusoft ndo interferiu com a sorgdo de agua. A
solubilidade dos dois materiais temporarios testados nao foi alterada pela nistatina

em até 14 dias de avaliacao.

O objetivo do estudo de Urban et al. (2014)% foi avaliar o efeito da adigéo de
farmacos antifungicos para tratamento de estomatite protética na rugosidade de
superficie e dureza Shore A de materiais macios temporarios para base de protese
(Softone e Trusoft). Corpos de prova (n=8; 36 x 7 x 6 mm) dos dois materiais foram
confeccionados sem (controle) ou com a incorporagdo dos farmacos nas seguintes
concentragdes: nistatina (500.000 e 1.000.000 Ul), miconazol (125 e 250 mg),
cetoconazol (100 e 200 mg), itraconazol (100 e 200 mg) e diacetato de clorexidina
(5% e 10%). Ambas as propriedades foram avaliadas apos a imersao dos corpos de
prova em agua destilada a 37°C durante 24 h, sete e 14 dias. Os resultados
demonstraram um aumento na dureza dos materiais modificados pelos farmacos ao
longo do tempo, exceto para o itraconazol. A rugosidade dos materiais nao foi
alterada pela adicdo dos farmacos testados, com exce¢do do miconazol e do
diacetato de clorexidina no Softone, que resultaram em aumento dessa propriedade.
Em comparacdo aos controles, apenas o diacetato de clorexidina e o itraconazol
promoveram diferenca de rugosidade para ambos o0s materiais. Os autores
concluiram que as menores alteragdes de dureza e de rugosidade ao longo dos 14
dias de avaliagao foram observadas com a adi¢céo de itraconazol nos dois materiais

macios temporarios avaliados.



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

A proposta deste estudo foi avaliar a morfologia e a rugosidade de superficie
e a liberagao in vitro de materiais macios temporarios modificados pela incorporagao
de farmacos antifungicos, utilizados para o tratamento da estomatite protética, em

suas concentragdées minimas inibitorias (CMI) ao biofilme de C. albicans.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
As propostas deste estudo foram:

1. Avaliar a morfologia e a rugosidade de superficie de materiais macios
temporarios para base de prétese removivel modificados pela incorporagdo de
farmacos antifungicos, por meio das analises em MEV e microscopia confocal laser,

em funcgao de:

- dois materiais macios temporarios: um condicionador de tecido (Softone) e

um reembasador resiliente (Trusoft);

- cinco farmacos antifangicos utilizados no tratamento da estomatite protética
(nistatina, miconazol, cetoconazol, diacetato de clorexidina e itraconazol),
adicionados aos materiais macios em suas concentragfes minimas

inibitérias ao biofilme de C. albicans;

- trés periodos de armazenamento em agua destilada: 24 h, 7 e 14 dias,

abrangendo o periodo utilizado para tratamento da estomatite protética.

2. Avaliar, diariamente, a liberagéo in vitro de farmacos antifungicos a partir
de materiais macios temporarios para base de prétese removivel utilizando

espectrofotometria UV-Vis, em funcao de:
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- dois materiais macios temporarios: um condicionador de tecido (Softone) e

um reembasador resiliente (Trusoft);

- dois farmacos antifingicos utilizados no tratamento da estomatite protética
(nistatina e diacetato de clorexidina), adicionados aos materiais macios em

suas concentracdes minimas inibitorias ao biofilme de C. albicans;

- armazenamento em agua destilada por até 14 dias, abrangendo o periodo

utilizado para tratamento da estomatite protética.

3. Complementar as informacgdes obtidas no estudo de liberagdo por meio da
caracterizacdao do sistema farmaco-matriz utilizando calorimetria exploratéria
diferencial (DSC), visando avaliar a interacdo existente entre as particulas dos

antifungicos nistatina e diacetato de clorexidina e os materiais Softone e Trusoft.

3.3 HIPOTESES TESTADAS
As hipoteses testadas neste estudo foram que:

1. a incorporagcédo dos cinco farmacos antifungicos aos materiais macios
temporarios resultara em alteragcdes na sua morfologia de superficie;

2. os farmacos Ni e Clx serdo liberados dos materiais macios para o meio
aquoso em concentragdes variadas durante o periodo de 14 dias de

analise.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 LISTA DE MATERIAIS E EQUIPAMENTOS
- acido acético glacial P.A. (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil)
- acido cloridrico P.A. 37% (Synth, Diadema, SP, Brasil)

- agua purificada pelo processo de destilacdo (H,O destilada) em equipamento
modelo MB 1004, Marte® tipo Pilsen, Sdo Paulo, SP, Brasil

- alcool isopropilico P.A. (Neon, S&o Paulo, SP, Brasil)

- amido soluvel 1% (Merck, Sado Paulo, SP, Brasil)

- aspirador de borracha para pipeta de 3 valvulas (Kartell, Mildo, Lombardia, Italia)
- balancga analitica de precisdo (modelo AW 220, Shimadzu, S&o Paulo, SP, Brasil)
- baldo volumétrico de 10 mL de fundo chato (Uniglas, Alvorada, RS, Brasil)

- balao volumétrico de 100 mL de fundo chato (Uniglas, Alvorada, RS, Brasil)

- balao volumétrico de 1000 mL de fundo chato (Uniglas, Alvorada, RS, Brasil)

- balao volumétrico de 50 mL de fundo chato (Uniglas, Alvorada, RS, Brasil)

- bureta graduada de 50 mL (Uniglas, Alvorada, RS, Brasil)

- buril esculpidor de Le Cron n° 5 (SS White/Duflex, Rio de Janeiro, RJ, Brasil)

- cadinho de aluminio padrao com tampa 20 uL (TA Instruments®, New Castle, DE,
EUA)

- cetoconazol (Galena Quimica e Farmacéutica Ltda., Campinas, SP, Brasil)

- condicionador de tecido Softone™ (Bosworth Company, Skokie, IL, EUA)

- cloreto de cetil trimetil aménio (Dehyquart® A, Via Farma, Sao Paulo, SP, Brasil)
- destilador de agua (modelo MB 1004, Marte® tipo Pilsen, Sdo Paulo, SP, Brasil)

- diacetato de clorexidina 98% (Acros Organics, Morris Plains, NJ, EUA)
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- equipamento DSC (TA Instruments® Q200, New Castle, DE, EUA)
- erlenmeyer graduado de 500 mL (Uniglas, Alvorada, RS, Brasil)
- espatula em aco inoxidavel n° 36 (Quinelato, Rio Claro, SP, Brasil)

- espectrofotdbmetro UV-Vis (Thermo scientific, Genesys 10 UV scanning, Madison,
WI, EUA)

- estufa microprocessada bacteriolégica (Modelo NI 1524, Nova Instruments,

Piracicaba, SP, Brasil)

- filtro para seringa CHROMAFIL® Xtra 0,45 ym (Macherey-Nagel, Diren, Colonia
Alemanha)

- frasco ambar de vidro de 100 mL com tampa e batoque (Apacé, Sao Paulo, SP,

Brasil)

- frasco ambar de vidro de 50 mL com tampa e batoque (Apacé, S&o Paulo, SP,

Brasil)

- hidroxido de sodio P.A. (Henrifarma, Sao Paulo, SP, Brasil)

- hipoclorito de so6dio 2,0 a 2,5% ("Qboa", Osasco, SP, Brasil)

- iodeto de potassio P.A. (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil)

- itraconazol péletes (Galena Quimica e Farmacéutica Ltda., Campinas, SP, Brasil)
- lauril sulfato de sédio p6 (Viafarma, Ipiranga, SP, Brasil)

- matriz metalica em ago inoxidavel vazada com dimensdes internas de 30 x 5 x 4

mm

- matriz metalica em acgo inoxidavel vazada com dimensdes internas de 50 mm de

diametro x 2 mm de espessura
- metalizador (modelo IC-50 lon Coater, Shimadzu, Quioto, Jap&o)
- metanol P.A. ACS (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil)

- miconazol (Galena Quimica e Farmacéutica Ltda., Campinas, SP, Brasil)
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- micropipeta mecanica monocanal de volume regulavel 100-1000 uL (Labmate,

HTL, Varsovia, Polbénia)

- microscoépio confocal laser para analise de superficie (Lext OLS4000, Olympus,

Toquio, Japao)

- microscopio eletronico de varredura (modelo SSX 550 Superscan, Shimadzu,

Quioto, Japao)

- nistatina (Pharmanostra, Rio de Janeiro, RJ, Brasil)

- N-N-dimetilformamida P.A. (Synth, Diadema, SP, Brasil)

- p-aminoacetofenona (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA)

- papel aluminio (Rochedo, Sdo Bernardo do Campo, SP, Brasil)

- papel indicador de pH 1 - 14 indicador universal (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemanha)

- pinga de madeira para tubos de ensaio de 18 cm (Ical, Sdo Paulo, SP, Brasil)
- pipeta de vidro graduada de 20 mL (Uniglas, Alvorada, RS, Brasil)
- placa de vidro de 10 mm (Golgram, Sao Paulo, SP, Brasil)

- ponteira para micropipeta Universal Fit Pipette Tips de 100-1000 uL (Corning
Costar Corporation, Nova lorque, NY, EUA)

- pote de vidro Paladon com tampa (Art Vidro Brunor, Curitiba, PR, Brasil)
- pote plastico de 150 mL com tampa

- proveta de vidro graduada de 100 mL (Uniglas, Alvorada, RS, Brasil)

- reembasador resiliente Trusoft™ (Bosworth Company, Skokie, IL, EUA)

- suporte metalico (stub) de 12,5 mm de didmetro, pin de 8 mm de comprimento
(Zeiss, Sao Paulo, SP, Brasil)

- suporte universal (Prolab, Sdo Paulo, SP, Brasil)

- vaselina sdlida (Rioquimica, Sao José do Rio Preto, SP , Brasil)



- tiossulfato de sédio 0,1 N (Synth, Diadema, SP, Brasil)
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4.2 MATERIAIS

Os materiais macios temporarios selecionados para este estudo estdo caracterizados na Tabela 1.

Tabela 1. Materiais macios temporarios selecionados

72

Material Tipo/Tempo Composicao Proporgao Tempo de Tempo de
de utilizagao po/liquido mistura plastificagao
recomendado Pé P6 Liquido
Softone'™ Condicionador  1002- PEMA, Ftalatode  1g/1mL 1 min 5a7 min a
de tecido 035 peroxido de  alquilo, temperatura
(3 a7 dias) benzoila, alcool ambiente
diéxido de etilico
titanio
Trusoft™ Reembasador  1208- PEMA,  Ftalato de 1g/1mL 1 min 5a7 min a
resiliente 364 peroxido de  alquilo, temperatura
(30 a 60 dias) benzoila, alcool ambiente
diéxido de etilico
titdnio

Fonte: Bosworth Company, Skokie, IL, EUA; MSDS dos materiais fornecidos pelo fabricante.
Nota: PEMA (polietil metacrilato)
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Os farmacos antifungicos selecionados para este estudo e as concentragdes
minimas inibitérias ao biofilme de C. albicans determinadas em estudo prévio*’#®

estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Farmacos antifungicos selecionados e suas CMI ao biofilme de C. albicans utilizadas

Farmaco/Sigla Lote CMI para 1 g do material macio
Nistatina (Ni) 12030665B 0,032 g
Miconazol (Mc) 1207033303 0,256 g
Cetoconazol (Ce) 1211004307 0,128 g
Clorexidina (ClIx) 206986-79-0 0,064 g
Itraconazol (It) 1209003409 0,256 g

Fonte: BUENO, M. G. Avaliagao microbiolégica, fisica e mecanica de materiais resilientes
modificados pela adi¢do de antimicrobianos para tratamento de estomatite protética.
2011, 211 f. Dissertacdo (Mestrado em Reabilitagdo Oral) — Faculdade de Odontologia de
Bauru, Universidade de Sao Paulo, Bauru, 2011.*

4.3 ANALISES DE SUPERFICIE

4.3.1 Confecgao dos corpos de prova

Os corpos de prova (n = 2) dos materiais macios temporarios modificados ou
nao pela adicdo de antifungicos (grupo controle) foram confeccionados nas
dimensdes de 30 mm de comprimento x 5 mm de largura x 4 mm de espessura

utilizando matrizes em ago inoxidavel vazadas (Figura 1A).
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FIGURA 1 - Confecgéo dos corpos de prova para as analises de superficie. A — Matriz metalica; B —
Adicao do p6 dos farmacos ao p6 do material macio; C — Posicionamento das matrizes;
D - Insergdo do material modificado no interior das matrizes entre duas placas de vidro;
E — Remocéo do corpo de prova do interior da matriz; F — Corpos de prova finalizados

Fonte: A autora

As quantidades em pd dos antifungicos (Tabela 2; Figura 1B) foram

espatuladas manualmente ao p6 de cada material macio até a obtengcdo de uma
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mistura homogénea.'®?® Os liquidos dos materiais foram, entdo, adicionados e a
mistura foi espatulada de acordo com as instrugcbes do fabricante (Tabela 1). O
material modificado foi inserido em uma matriz vazada sobre uma placa de vidro
vaselinada e coberto com outra placa, sendo mantido em posi¢ao durante o tempo
de plastificagcdo recomendado pelo fabricante (Tabela 1; Figuras 1C e 1D). Apds
esse periodo, os corpos de prova foram retirados da matriz vazada (Figura 1E) e os
excessos, removidos utilizando um esculpidor de Le Cron. Cada corpo de prova foi
seccionado em trés amostras de dimensdes 10 x 5 x 4 mm (Figura 1F). Apds a
secc¢ao, foram armazenadas em agua destilada a 37°C durante os periodos de 24 h,
sete ou 14 dias. Em seguida, foram armazenadas a seco em estufa a 37°C por mais

um periodo de 48 h.

4.3.2 Microscopia eletrénica de varredura

Inicialmente, uma pequena quantidade aleatéria do p6 de cada farmaco
antifungico foi fixada em stubs metalicos e metalizada com uma fina camada de ouro
em ambiente com vacuo. Cada uma das amostras dos pds dos cinco farmacos foi

observada em MEV a uma voltagem de aceleragdo de 20 KV e varredura de 100 s.?

As amostras dos corpos de prova, em cada um dos periodos de avaliacao,
também foram fixadas em stubs metalicos (Figura 2A) e submetidas ao processo de
cobertura com uma fina camada de ouro utilizando um metalizador (Figuras 2B, 2C e
2D) em ambiente com vacuo. Apds cobertura, os corpos de prova foram
posicionados no porta stubs da camara de vacuo (Figura 2E) do microscopio
eletrbnico de varredura (Figura 2F). Toda a superficie das amostras foi observada
em MEV a uma voltagem de aceleracdo de 20 KV em areas de 25 pm? com
varredura de 100 s.”® As imagens mais representativas de cada amostra foram

selecionadas para ilustrar as caracteristicas de cada grupo.
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FIGURA 2 — Processo de metalizagao e analise das amostras em MEV. A — Fixagao das amostras
em stub metalico; B — Metalizador; C e D - Amostras apés metalizagdo; E — Amostras
posicionadas no porta stub da cAmara de vacuo; F - MEV

Fonte: A autora
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4.3.3 Microscopia confocal laser para analise de superficie

As anadlises em microscopia confocal laser foram gentilmente realizadas pela

empresa Arotec (Cotia, SP) com o auxilio do técnico Alex F. Coleti.

Corpos de prova adicionais (n = 2) foram confeccionados da mesma forma
como descrito para as analises em MEV, armazenados nos mesmos periodos de
imersdo em agua destilada em estufa a 37°C e, entdo, submetidos a microscopia

confocal laser para andlise de superficie (Figura 3A).

A superficie total da amostra foi observada, inicialmente, a uma
magnificagdo de cinco vezes com o intuito de selecionar a area mais representativa
do corpo de prova. Em seguida, uma area total de 1280 um? de cada corpo de prova
foi observada a uma magnificagdo de dez vezes (Figura 3B e 3C), utilizando laser na
cor verde na faixa espectral de 405 nm. A rugosidade superficial foi avaliada ao
longo de trés linhas assinaladas aleatoriamente (cut off lambda C 80 um),
registrando os dados de acordo com o parametro de Ra (rugosidade média). Foram
removidos pequenos picos e ruidos através de um filtro gaussiano e os dados foram

processados utilizando o software (OLS 4000-BSW, Olympus, Téquio, Japao).

ApoOs a obtencdo dos dados, analises descritivas foram realizadas para a

apresentacao dos resultados dos testes de avaliagao de superficie.
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FIGURA 3 — Analise das amostras em microscopia confocal laser. A — Microscopio
confocal laser; B e C — Posicionamento e analise das amostras

A

Fonte: A autora

4.4 LIBERACAO IN VITRO POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-Vis

4.4.1 Preparo das solugbes padrao e validagdo da metodologia para Clx

Para o preparo da concentragdo da solugédo estoque (1.000 ug/mL), foram

solubilizados 50 mg de CIx em 50 mL de metanol em baldo volumétrico.
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A partir dai, foram preparadas oito solugdes analiticas para a confec¢ao da
curva de calibragdo de CIx. Os volumes pipetados da solugao estoque de Cix e a
concentracdo final de cada uma das solugdes analiticas podem ser observados na
Tabela 3.

Tabela 3. Solugbes analiticas para preparo da curva de calibragéo de Clx

Solugao analitica Volume pipetado (uL) Concentragao (ng/mL)
1 0 0
2 50 1
3 100 2
4 250 5
5 500 10
6 750 15
7 1000 20
8 1250 25

Fonte: A autora

Apds pipetar cada um dos volumes apresentados na Tabela 3, foram
adicionados 40 mL de agua destilada, 2,5 mL do tensoativo cloreto de cetil trimetil
amoénio, 0,25 mL de hidroxido de sodio 1 N (excesso de alcalinidade conferido com
papel indicador de pH), 0,9 mL de alcool isopropilico e 1 mL da solugdo de
hipoclorito de sddio alcalino em baldes volumétricos de 50 mL. Essa mistura de
reagentes produziu um precipitado de CIx, causando a mudancga de cor da solugao.
O volume final do baldo foi completado com a adigdo de agua destilada. Cada um
dos baldes foi agitado levemente e apds 25 min, a absorvancia de cada uma das
concentracbes de CIx foi determinada por colorimetria utilizando um
espectrofotometro UV-Vis a 480 nm (Figura 4A). Anteriormente as analises, as
solugdes eram filtradas em um filtro de 0,45 uym de tamanho de poro. Em seguida, foi
feita a calibragdo do equipamento com a solugdo analitica 1 (branco). A seguir,
foram feitas as mensuragdes das solugcdes analiticas, sequencialmente, de 2 a 8 por
meio da utilizacdo de uma cubeta de quartzo (Figuras 4B a 4D). As leituras foram

feitas em sextuplicata em ordem crescente de concentragdo. Anteriormente a cada
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leitura, a cubeta de quartzo era lavada trés vezes com a mesma solugdo a ser

analisada com o fim de condicionar a cubeta.

FIGURA 4 — Quantificagao das solugdes analiticas de ClIx para a elaboragédo da curva de calibragao.
A - Espectrofotometro UV-Vis; B — Solugado colocada na cubeta de quartzo de 1 cm de
caminho éptico; C — Cubeta colocada no espectrofotdbmetro para analise a 480 nm; D —
Diferentes concentragdes das solugdes analiticas de Clx para a curva de calibragao

Fonte: A autora

Como pode ser observado na Figura 4D, a mistura entre os reagentes
adicionados a solugdo produziu uma coloragdo alaranjada, cuja saturagao da cor foi
proporcional a concentracdo de CIx presente na amostra. A resposta do
equipamento em miliabsorvancia (mAbs) foi, consequentemente, proporcional a
concentracdo de ClIx das solugdes. Dessa forma, com os valores em sextuplicata
das concentragdes e absorvancias, foi obtida uma equagéo de regresséo linear que
relaciona a saturagao da cor da CIx a sua concentragdo na amostra. Trés curvas de
calibragdo foram construidas em trés dias nao consecutivos; uma curva de

calibragao média foi produzida e a linearidade do método, obtida.
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A utilizacao desta metodologia analitica foi em concordancia com o método

proposto por Holbrook (1958).%

4.4.2 Preparo das solugdes padrao e validagdo da metodologia para Ni

Para o preparo da concentragdo da solucédo estoque (1.000 pg/mL), foram
solubilizados 100 mg de Ni em 10 mL de dimetilformamida até sua total diluicdo. Em
seguida, o volume final do baldo volumétrico de 100 mL foi completado com

metanol.

A partir dai, foram preparadas oito solugdes analiticas para a confec¢ao da
curva de calibracdo de Ni. Os volumes pipetados da solucdo estoque de Ni e a
concentracao final de cada uma das solugdes analiticas podem ser observados na
Tabela 4.

Tabela 4. Solugbes analiticas para preparo da curva de calibragao de Ni

Solugéo analitica Volume pipetado (uL) Concentragao (ug/mL)

1 0 0
2 10 1

3 30 3
4 50 5
5 70 7
6 100 10
7 150 15
8 200 20

Fonte: A autora

Ap0s pipetar cada um dos volumes apresentados na Tabela 4, foi adicionado
1 mL de hidroxido de sodio 1 M em baldes volumétricos de 10 mL. Estes baldes
foram, entdo, aquecidos em agua em ebulicdo durante 2 min sob agitagao constante
(Figura 5A). A coloragcao da solucao foi alterada neste momento de transparente

para amarelada (Figura 5B). Em seguida, foram mantidos em agua gelada por 2 min
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com o intuito de deter a reagao quimica (Figura 5C). Foram adicionados 1,5 mL da
solucao de p-aminoacetofenona e 1 mL de acido cloridrico P.A. 37%. O volume final
do baldo (10 mL) foi completado com a adi¢do de metanol. Cada um dos baldes foi
agitado levemente e a absorvancia de cada uma das concentracbes de Ni foi
imediatamente determinada por colorimetria utilizando o espectrofotdmetro UV-Vis a
520 nm. Anteriormente as analises, as solu¢des eram filtradas (0,45 ym tamanho de
poro). Em seguida, foi feita a calibracdo do equipamento com a solugao analitica 1
(branco). A seguir, foram feitas as mensuragdes das solugdes analiticas,
sequencialmente, de 2 a 8 por meio da utilizagdo da cubeta de quartzo. As leituras
foram feitas em sextuplicata em ordem crescente de concentragcdo. Anteriormente a
cada leitura, a cubeta de quartzo era lavada trés vezes com a mesma solugao a ser

analisada com o fim de condicionar a cubeta.

FIGURA 5 — Preparo das solugdes analiticas de Ni para a elaboragao da curva de calibragdo. A
— Baldes em aquecimento em banho maria em ebulicdo sob agitacdo constante;
B - Mudanga da cor de transparente para amarela apés o aquecimento; C —
Resfriamento dos baldes em agua gelada; D — Mudancga gradual da cor para rosa
apos a adigdo de acido cloridrico; E - Diferentes concentracbes das solugdes
analiticas de Ni para a curva de calibragéo

D_

Fonte: A autora

Como pode ser observado nas Figuras 5D e 5E, a mistura entre os

reagentes adicionados a solugédo produziu uma coloragao résea, cuja saturagao da
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cor também foi proporcional a concentracdao de Ni presente na amostra. Foi obtida
uma equagao de regressao linear que relaciona a saturagao da cor da Ni a sua
concentracdo na amostra. Trés curvas de calibragdo também foram construidas em
trés dias nao consecutivos; uma curva de calibracdo média foi produzida e a

linearidade do método, obtida.

A utilizacado desta metodologia analitica foi em concordancia com o método

proposto por Amer e Habeeb.®

4.4.3 Confecgao dos corpos de prova

Corpos de prova (n = 6) dos materiais macios temporarios modificados ou
nao (controles) pela adicdo dos farmacos Clx ou Ni foram confeccionados nas
dimensdes de 50 mm de diametro x 2 mm de espessura® utilizando matrizes

metalicas vazadas confeccionadas em aco inoxidavel (Figura 6).
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FIGURA 6 — Matrizes metélicas para confecg¢ao dos corpos de prova das analises de liberagao

Fonte: A autora

Os farmacos em pé foram incorporados nas suas CMls (Tabela 2) ao p6 dos
materiais macios, os quais foram espatulados de acordo com as instrugcdes do
fabricante (Tabela 1) assim como descrito no item 4.3.1. Os materiais foram
inseridos na matriz vazada, cobertos com uma placa de vidro (Figuras 7A e 7B) e
mantidos sob carga de 1 Kg a temperatura ambiente durante os tempos de
plastificagdo recomendados pelo fabricante (Tabela 1). Apos esse periodo, os
corpos de prova foram retirados da matriz vazada (Figura 7C) e os excessos dos
materiais foram removidos utilizando um esculpidor de Le Cron. A seguir, 0s corpos
de prova foram examinados visualmente e somente aqueles que demonstraram

minima porosidade foram utilizados.®’
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FIGURA 7 — Confecgao dos corpos de prova para as analise de liberagdo. A — Matriz metalica
posicionada sobre a placa de vidro; B — Inser¢ao do material modificado no interior
da matriz entre duas placas de vidro; C — Corpo de prova removido da matriz; D —
Armazenamento do corpo de prova em agua destilada

Fonte: A autora

Na sequéncia, os corpos de prova foram armazenados individualmente em
potes plasticos com tampa contendo 50 mL de agua destilada a 37°C (Figura 7D)

durante um periodo de 14 dias.

Para o diacetato de clorexidina, € importante ressaltar que o volume de agua
destilada utilizado para imersao dos corpos de prova foi suficiente para manter as
condigdes sink do meio. Tendo em consideragdo que a solubilidade em agua do
diacetato de clorexidina é de 0,015 g/mL, o volume necessario do meio para que a
saturacao fosse suficiente para manter as condi¢cdes sink seria de, pelo menos, 38,4

mL de agua destilada.®

Para a nistatina, o mesmo volume foi utilizado para a imersao dos corpos de

prova. Uma vez que este farmaco é praticamente insoluvel em agua, foi necessaria
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a adicao de 2% (1 g) do surfactante lauril sulfato de sddio. Neste caso, a presenga

deste tensoativo causa menor impacto na solubilizagdo do farmaco.

4.4 .4 Quantificagdo dos farmacos liberados a partir dos materiais macios

Diariamente, aliquotas de 1 mL de cada uma das solugcbes de
armazenamento dos corpos de prova foram coletadas para analise da liberacdo dos

farmacos a partir dos materiais macios.

A esta aliquota, foram adicionados os mesmos reagentes e seguidos os
mesmos protocolos descritos para o preparo e a analise das solugdes analiticas das
curvas de calibragao de CIx e Ni em UV-Vis. A quantificagdo da concentracdo dos
farmacos liberados dos materiais foi possivel pela utilizacdo das equagdes de

regressao linear obtidas a partir das curvas de calibragao.

ApoOs cada pipetagem diaria da solucdo dos corpos de prova, 0 mesmo
volume de aliquota removido para analise (1 mL) era reposto com igual volume de
agua destilada. No caso da nistatina, para repor a aliquota removida, era preparada
uma solugdo de 50 mL de agua destilada com 2% de lauril sulfato de sodio, 1 mL
desta solugao era retirado e adicionado ao volume do meio. Assim, a concentragao

do surfactante sempre era mantida na solugao.

Em seguida, a porcentagem de liberagdo diaria foi calculada em relagéo a
quantidade inicial de farmaco adicionada nos corpos de prova e o perfil de liberagao

foi obtido em relagao ao tempo total de 14 dias.

A avaliagao matematica da cinética de liberagao foi realizada pelo ajuste dos
dados experimentais ao modelo monoexponencial (Equacdo 1), ao modelo
biexponencial (Equacao 2), ao modelo ordem zero (Equagao 3) e ao modelo Weibull
(Equacéo 4), considerando os resultados do critério de selecdo do modelo (MSC),
do coeficiente de correlagdo, do ajuste grafico e da coeréncia dos valores
encontrados para as constantes de velocidade de cada modelo, utilizando o software
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA).
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%D =100 . (1 - e™*)
(1)

%D =100 . [1 - (Ae™ + Be™)]

D =100 . {1 - e"¥"]
(4)

nas quais: “%D” é o percentual do farmaco dissolvido no tempo “t”; “k”,
“a” e “B” sao constantes cinéticas de dissolugao verificadas; “A” e “B” sao
concentracodes iniciais do farmaco que contribuem para as duas fases de dissolucao;
“td” € o tempo no qual 62,3% do farmaco sao dissolvidos; “b” € o parametro

relacionado as caracteristicas estruturais e geométricas da forma farmacéutica.

A partir dos dados de liberagédo obtidos, também foi realizada a analise dos
mecanismos envolvidos no processo de liberagdo dos farmacos a partir de cada
matriz polimérica empregando-se o software Scientist® 3.0 for Windows
(Micromath®, Saint Louis, MO, EUA). Foi utilizado o modelo semiempirico de
Korsmeyer-Peppas®, com a finalidade de ampliar a informagdo sobre o mecanismo
de liberacado do farmaco a partir da matriz polimérica. Este método baseia-se na lei
de poténcias que relaciona exponencialmente a liberagao do farmaco com o tempo e

deve ser aplicado para os primeiros 60% de farmaco liberado:

ft=a.t"
(5)

na qual: “a” é a constante que incorpora as caracteristicas estruturais e

geométricas da forma farmacéutica; “n” é o expoente de liberagdo que é
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indicativo do mecanismo de liberagao; “ft” é a fragdo do farmaco dissolvida

no tempo “t”.

4.5 CARACTERIZACAO DO SISTEMA FARMACO-MATRIZ POR DSC

Corpos de prova (n = 2) contendo ou nao (controle) os farmacos Clx e Ni de
ambos os materiais macios foram confeccionados nas dimensdoes de 10 mm de

didmetro x 1 mm de espessura.

Amostras de aproximadamente 5 mg retiradas de cada um dos corpos de
prova, logo apoés sua confecg¢ao, foram colocadas em cadinhos de aluminio, os quais
foram transferidos para o aparelho de DSC. Cadinhos inertes, utilizados como
referéncia também foram transferidos para o porta amostras do equipamento (Figura
8).

FIGURA 8 — Analise térmica em calorimetria exploratéria diferencial. A — Equipamento DSC; B —
Cadinhos de aluminio dentro do forno; C — Forno do equipamento contendo os
cadinhos referéncia e com a amostra
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O aparelho de DSC foi calibrado em um ambiente de nitrogénio, a um fluxo
de 50 mL/min, e as amostras foram aquecidas de 0° a 300°C, em uma taxa de

aquecimento de 20°C/min.

O fluxo de calor através dos cadinhos foi plotado em funcédo da temperatura
das amostras gerando curvas que ilustraram em °C os pontos de fusdo dos
farmacos e a temperatura de transicdo vitrea (Tg) das matrizes poliméricas,
utilizando o software TA Instruments Universal Analysis 2000 (New Castle, DE,
EUA).

Analises calorimétricas dos pos dos farmacos Clx e Ni foram realizadas nas
mesmas condi¢cdes das amostras dos corpos de prova para possibilitar comparacdes

entre os dados obtidos.



5 RESULTADOS

5.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Inicialmente, com o intuito de caracterizar morfologicamente apenas as
particulas dos antifungicos selecionados para este estudo, foram obtidas algumas

imagens em MEV (Figura 9).



FIGURA 9 — Imagens em MEV das particulas dos farmacos avaliados neste
estudo. AeB-Ni;CeD-Mc;EeF-Ce;GeH-Cixeleld
— It

Fonte: A autora

91



92

Na coluna esquerda das imagens da Figura 9, todas as particulas dos
farmacos podem ser examinadas a uma mesma magnificacdo (1.000x) para se
estabelecer um padrdo para comparagédo. Na coluna direita de imagens, para que
fosse possivel mensurar o tamanho aproximado das particulas, foram utilizadas
maiores (2.400x) ou menores magnificagdbes (200x) no caso dos farmacos
apresentarem tamanho de particulas menores (Ni 9B e Ce 9F) ou maiores (Mc 9D,

ClIx 9H e It 9J), respectivamente.

Os menores tamanhos de particulas observados foram, entdo, dos farmacos
Ni e Ce. As particulas de Ni apresentaram morfologia irregular e formato alongado
de tamanhos diversos, menores que 10 um (Figuras 9A e 9B). As particulas de Ce
apresentaram formas mais arredondadas, sendo algumas de tamanho muito
reduzido, no maximo de 15 pm (Figura 9E e 9F). O farmaco Mc apresentou
particulas de formato mais alongado que as da Ni, também de tamanhos diversos de
até 200 um (Figura 9C e 9D). O farmaco It apresentou particulas mais volumosas
com caracteristica irregular como se apresentasse espiculas em sua superficie, com
uma area maxima de até 150 ym? (Figura 9l e 9J). A Clx apresentou as particulas
mais volumosas com caracteristica mais lisa e area de superficie de até 150 um?
(Figura 9G e 9H).

As Figuras 10 e 11 ilustram micrografias dos corpos de prova de todos os
grupos experimentais nos periodos de imersao de 24 h, sete e 14 dias dos materiais

Softone e Trusoft, respectivamente.



FIGURA 10 — Imagens em MEV do condicionador de tecido Softone apds 24 h (12 coluna), 7
dias (22 coluna) e 14 dias (32 coluna). A a C — controle; D a F — Ni-S; G a | - Mc-S;
JaL-Ce-S;MaO-CIx-SePaR-1It-S

Fonte: A autora




FIGURA 11 — Imagens em MEV do reembasador resiliente Trusoft apos 24 h (12 coluna), 7 dias
(22 coluna) e 14 dias (32 coluna). Aa C—controle; DaF-Ni-T; Gal-Mc-T;JalL
—Ce-T;MaO-Cix-TePaR-It-T

Fonte: A autora
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Todas as imagens em MEV obtidas no presente estudo mostraram que os
espécimes contendo antifungicos demonstraram caracteristicas de superficie com
morfologias diferentes dos grupos controle sem adic&o de farmaco (Figuras 10 e 11).
Algumas superficies se apresentaram também com alteragbes macroscédpicas como
as observadas nas amostras de Ni que tiveram alteracido de cor de résea para
alaranjada (Figuras 1E e 2A). Além da visualizagdo das particulas de coloragao

branca do It na superficie dos corpos de prova (Figura 1F).

5.2 MICROSCOPIA CONFOCAL LASER PARA ANALISE DE SUPERFICIE

Nas Figuras 12 e 13, estdo ilustradas imagens em microscopia confocal
laser de corpos de prova de todos os grupos experimentais nos periodos de imersao

de 24 h, sete e 14 dias dos materiais Softone e Trusoft, respectivamente.



FIGURA 12 — Imagens em microscopia confocal laser do condicionador de tecido Softone apos
24 h (12 coluna), 7 dias (22 coluna) e 14 dias (32 coluna). A a C — controle; D a F —
Ni-S;Gal-Mc-S;JaL-Ce-S;MaO-CIx-SePaR-1t-S

Fonte: A autora
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FIGURA 13 — Imagens em microscopia confocal laser do reembasador resiliente Trusoft apos 24
h (12 coluna), 7 dias (22 coluna) e 14 dias (32 coluna). A a C — controle; D a F — Ni-
T;Gal-McT;JaL-Ce-T;MaO-CIx-TePaR-It-T

Fonte: A autora

97



98

De acordo com as imagens obtidas, os grupos controles dos materiais
macios apresentaram caracteristicas de superficie semelhantes. Apos 24 h de
imers&do, apresentaram topografia irregular contendo pérolas e pequenos poros
distribuidos pela superficie (Figuras 12A e 13A). Aos sete dias, foi observada a
diminui¢ao da quantidade de pérolas, as quais também se tornaram mais sutis mas,
em contrapartida, houve um aumento na quantidade e tamanho dos poros
distribuidos pela superficie (Figuras 12B e 13B). Em 14 dias, apresentaram

superficies lisas, porém, com aspecto de entumecimento (Figuras 12C e 13C).

Todos os espécimes com incorporagdo de antifungicos apresentaram
morfologia de superficie diferente quando comparados aos grupos controle em todos
os tempos de imersdo. Apenas os grupos contendo Mc (Figuras 12G a 121 e 13G a
13l) tiveram um comportamento mais proximo aos grupos controle, entretanto,
apresentaram superficie mais irregular aos sete dias. Os grupos Mc-S e Mc-T
apresentaram pérolas e poros de menor tamanho em 24 h (Figuras 12G e 13G);
aumento do tamanho e quantidade de poros aos sete dias (Figuras 12H e 13H) e

aspecto liso e entumecido de suas superficies aos 14 dias (Figuras 12| e 13I).

Os corpos de prova modificados pela adicao de Ni, apés 24 h (Figuras 12D e
13D), demonstraram pérolas e pequenos poros distribuidos pela superficie. Ainda
apresentaram pérolas e esses poros aumentaram em quantidade e tamanho apés
sete dias (Figuras 12E e 13E). E em 14 dias, os poros aumentaram seu diametro
(Figuras 12F e 13F). Para os grupos com incorporagao de Ce, pérolas e poros
também foram observados em 24 h (Figuras 12J e 13J). Uma superficie plana e
porosa foi apresentada pelos os espécimes de Softone apds sete dias de imersao
em agua (Figura 12K). Para os espécimes de Trusoft, observou-se uma diminuigao
da quantidade de pérolas e um aumento da de poros em sete dias (Figura 13K). Aos
14 dias, o material Softone modificado por Ce apresentou uma superficie
entumecida e os poros também foram maiores (Figura 12L). E uma superficie mais
plana, porém, contendo pequenos poros foi demonstrada pelo grupo Ce-T (Figura
13L).

Os grupos contendo ClIx e It apresentaram as maiores alteragdes na sua
morfologia de superficie (Figuras 12M a 12R e 13M a 13R). Os grupos modificados

por CIx apresentaram pérolas em sua superficie apos 24 h (Figuras 12M e 13M),
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sendo que o condicionador de tecido também apresentou uma quantidade maior de
poros distribuidos por sua superficie (Figura 12M). Houve um aumento na
quantidade e tamanho dos poros apds sete dias para ambos os materiais (Figuras
12N e 13N), tendo sido mais acentuado para o Softone (Figura 12N). Apds 14 dias,
a superficie do material Softone mostrou-se mais lisa, com aspecto de
entumecimento, porém, porosa (Figura 120) e a superficie do reembasador Trusoft
apresentou-se irregular e com maior quantidade de poros (Figura 130). Os
espécimes com adicdo de It demonstraram relevo totalmente irregular, contendo
pérolas, poros e espiculas apds 24 h (Figuras 12P e 13P) e sete dias, sendo que
aos sete dias foi ainda mais irregular (Figuras 12Q e 13Q). Aos 14 dias,
apresentaram superficie entumecida, irregular, contendo espiculas e grandes poros
(Figuras 12R e 13R).

Os resultados de rugosidade média (Ra) podem ser visualizados na Figura
14.



FIGURA 14 — Valores de rugosidade média (Ra) obtidos para os materiais Softone e Trusoft em todos os grupos experimentais
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Fonte: A autora
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Como pode ser observado na Figura 14, foram obtidos valores superiores de
rugosidade para todos os espécimes modificados pela incorporagao de antifungicos
em relagdo aos grupos controle em todos os tempos de armazenamento em agua
destilada. Houve uma tendéncia de aumento da Ra apds sete dias e, na sequéncia,
uma diminuigdo a valores inferiores aos iniciais (24 h) apds 14 dias de imersao dos
espécimes dos grupos controles e modificados pela adicao de Ni, Mc e Ce. Também
houve uma tendéncia a aumento em sete dias e reducdo em 14 dias, entretanto a
valores superiores aos obtidos em 24 h para os grupos CIx-S, It-S e It-T. Finalmente,
foi observada uma ascendéncia dos valores de Ra para o grupo CIx-T apos sete e

14 dias em agua.

5.3 LIBERAGAO IN VITRO

5.3.1 Diacetato de clorexidina

Considerando as trés curvas analiticas elaboradas para a determinacao
quantitativa do diacetato de clorexidina por espectrofotometria UV-Vis, a avaliagao
do parametro de linearidade resultou em um valor de coeficiente de correlagao (r)
médio de 0,997, indicando uma correlagdo linear significativa. A Figura 15 ilustra a
curva analitica média obtida para a quantificacdo do farmaco Clx em solucdo de
metanol. A equacao da reta gerada relaciona os valores de absorvancia em UV-Vis

as concentragdes de Clx nas amostras.
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FIGURA 15 — Representacédo grafica da curva analitica
padrao para a quantificacao de Clx obtida
por espectrofotometria UV-Vis (A = 480
nm)
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Fonte: A autora

A partir da equacao de reta gerada pela curva de calibragéo, foram obtidos
os resultados da liberagao diaria (ug/mL) de CIx a partir de ambos os materiais. A
maior concentragao liberada foi observada no primeiro dia de analise e, ao final dos
14 dias, o condicionador de tecido Softone liberou em média 593,3 uyg/mL e o

reembasador resiliente Trusoft, 521,2 pg/mL.

O perfil ajustado de liberacdo in vitro de Clx a partir dos materiais Softone e
Trusoft foi obtido plotando-se a porcentagem liberada em fungdo do tempo (Figura
16).
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FIGURA 16 — Perfil de liberagao in vitro de Clx a partir de ambos os materiais durante 14 dias
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Fonte: A autora

Os dados de modelagem matematica revelaram que a melhor cinética para
ambos os materiais foi explicada pelo modelo biexponencial (Tabela 5), sendo que
0s materiais apresentaram uma primeira etapa de liberacdo rapida (a) e uma

segunda etapa de liberagéo lenta ou controlada (j3).

Tabela 5. Modelagem matematica pela equagéo biexponencial para ambos os materiais contendo

Clx
Material MSC r a (min™) B (min™)
Softone 3,41 0,991 0,0053 0,3297
Trusoft 2,50 0,976 0,2389 0,0026

Fonte: A autora

Os valores de n segundo o teste de Korsmeyer-Peppas para os materiais

Softone e Trusoft foram 0,6 e 0,36, respectivamente.

5.3.2 Nistatina

Considerando as trés curvas analiticas elaboradas para a determinacao
quantitativa da nistatina por espectrofotometria UV-Vis, a avaliagdo do parametro de
linearidade resultou em um valor de coeficiente de correlagdo (r) médio de 0,995,

indicando uma correlagdo linear significativa. A Figura 17 ilustra a curva analitica
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de

metanol/dimetilformamida. A equagdo da reta gerada relaciona os valores de

absorvancia em UV-Vis as concentragdes de Ni nas amostras.

FIGURA 17 — Representagao grafica da curva analitica

padrao para a quantificacdo de Ni obtida
por espectrofotometria UV-Vis (A = 520

nm)
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Fonte: A autora

A maior concentracdo (ug/mL) liberada de Ni também foi observada no

primeiro dia de analise e, ao final dos 14 dias, o condicionador de tecido Softone

liberou em média 323,6 ug/mL e o reembasador resiliente Trusoft, 88,2 ug/mL.

O perfil ajustado de liberagao in vitro de Ni a partir dos materiais Softone e

Trusoft foi obtido plotando-se a porcentagem liberada em fungcdo do tempo (Figura

18).
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FIGURA 18 — Perfil de liberagao in vitro de Ni a partir de ambos os materiais durante 14 dias
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Fonte: A autora

Os dados de modelagem matematica revelaram que a melhor cinética para
ambos os materiais também foi explicada pelo modelo biexponencial (Tabela 6),
sendo que os materiais apresentaram uma primeira etapa de liberagao rapida (a) e

uma segunda etapa de liberacao lenta ou controlada (B).

Tabela 6. Modelagem matematica pela equacéo biexponencial para ambos os materiais contendo

Ni
Material MSC r a (min™) B (min™)
Softone 5,45 0,998 1,7729 0,0011
Trusoft 5,25 0,999 0,0001 0,2967

Fonte: A autora

Os valores de n segundo o teste de Korsmeyer-Peppas para os materiais

Softone e Trusoft foram 0,22 e 0,29, respectivamente.

5.4 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL

Na Figura 19 pode ser observada a curva de DSC da analise dos materiais
macios temporarios testados neste estudo. De acordo com esta Figura, é possivel
constatar uma Tg inferior do condicionador de tecido Softone (77,46°C) em relag&o

ao reembasador resiliente Trusoft (84,58°C).
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FIGURA 19 — Curva de DSC dos materiais macios temporarios Softone e Trusoft
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Fonte: A autora

As curvas de DSC da Figura 20 mostram as analises térmicas do farmaco
Clx, dos materiais macios controles (sem adicdo de CIx) e dos materiais modificados
pela incorporacdo de Clx. E possivel observar que o pico endotérmico de seu ponto
de fuséo (160,7°C) pouco se movimentou em relacdo a deflexdo correspondente ao

seu ponto de fus&o observado nos materiais modificados (156°C).
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FIGURA 20 — Curva de DSC do farmaco Clx, dos materiais macios sem e com a adicdo de Clx
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Fonte: A autora

As curvas de DSC da Figura 21 mostram as analises térmicas do farmaco Ni, dos

de Ni) e dos materiais modificados pela incorporagdo de Ni. Da mesma forma que para
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materiais macios controles (sem adigao

a CIx, o pico endotérmico do ponto de

fusdo da Ni (= 160°C) pouco se movimentou nos materiais modificados, entretanto, devido a baixa concentracdo de Ni adicionada

as amostras, pode ser observada apenas uma pequena deflexdo nesta faixa de temperatura.



Heat Flow (W/g)

108

FIGURA 21 — Curva de DSC do farmaco Ni, dos materiais macios sem e com a adi¢ao de Ni
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6 DISCUSSAO

A incorporacado de farmacos antifungicos em materiais macios temporarios
apresenta potencial para se tornar uma modalidade légica de tratamento para a
estomatite protética. Essa terapia possibilita a redugdo do trauma causado por
proteses antigas e condiciona os tecidos paraprotéticos, em associagdo com o
tratamento antifungico; fatores etiolégicos importantes do desenvolvimento da
infeccao por Candida spp. seriam, dessa forma, eliminados simultaneamente. Além
disso, favoreceria a manutengdo pelo paciente da higiene da protese
reembasada.'’®* Entretanto, previamente a utilizagdo desse meio terapéutico
alternativo em pacientes portadores de estomatite protética, deve ser obtida uma
matriz polimérica modificada pela adi¢ao de antifungicos que, além de ser eficaz na
liberagdo de farmacos e, consequente, inibicdo do crescimento dos microrganismos
relacionados ao desenvolvimento da patologia, também n&o apresente efeitos

deletérios as propriedades estruturais, fisicas e mecanicas dos materiais macios.

6.1 ANALISE DE SUPERFICIE

Tem sido relatado que o perfil de liberacdo de farmacos esta associado a
alguns fatores, tais como tamanho da particula, peso molecular, distribuicdo e
concentracdo do farmaco no interior da matriz polimérica e suas propriedades de
difusdo e solubilizagdo no meio. Além das caracteristicas importantes da propria
matriz polimérica utilizada como veiculo para liberagdo, como sua micromorfologia,
permeabilidade, porosidade e a interagao farmaco-matriz também sao fatores que

influenciam os padrdes de liberacdo.?®

Um estudo preliminar anterior®® avaliou o padrdo de incorporacdo de
farmacos antifungicos (nistatina, miconazol, cetoconazol e diacetato de clorexidina)
em concentragdes pré-estabelecidas na literatura no condicionador de tecido
Softone utilizando MEV e espectroscopia por difragdo de raios-X. Entretanto, os
corpos de prova foram submetidos ao procedimento de cobertura de superficie
utilizando uma fina camada de carbono ap6s sua confecgao, ndo sendo imersos em
nenhuma solugdo aquosa. Isso tornou menos complicado este procedimento, uma

vez que as amostras ndao devem apresentar umidade previamente a cobertura. Os
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resultados obtidos mostraram que os corpos de prova contendo nistatina
apresentaram distribuicdo uniforme de particulas com formas e tamanhos aleatérios,
variando de 10 a 50 um. As particulas de miconazol dispersas no material se
mostraram irregulares, com dimensdes entre 25 e 50 uym, enquanto as de
cetoconazol eram esféricas e uniformes, variando entre 10 e 25 uym. A analise em
MEV exibiu particulas irregulares de clorexidina de até 50 um. Os autores
concluiram que o condicionador de tecido modificado demonstrou diferengas quanto
a distribuicdo e tamanho das particulas dos farmacos antifungicos adicionados a sua
matriz plastificada, mas as concentragoes dos farmacos ndo causaram mudancgas

morfoldgicas na superficie do material.

No entanto, no presente estudo foram avaliados a morfologia e o tamanho
das particulas dos antifungicos por MEV e a topografia de superficie dos materiais
macios temporarios modificados pela adicdo de nistatina, miconazol, cetoconazol,
itraconazol ou diacetato de clorexidina apds periodos de imersao em agua destilada,
utilizando MEV e microscopia confocal laser. Os farmacos em p6 foram incorporados
manualmente ao p6é dos materiais em concentragdes estabelecidas pelo estudo de

Bueno et al.*"*®

o qual determinou as CMI ao biofime de C. albicans desses
farmacos comumente utilizados para tratamento da estomatite protética quando
incorporados nesses materiais macios temporarios. As CMI foram consideradas
como as menores concentragdes dos antifungicos capazes de inibir o crescimento
do biofilme fungico ao longo de 14 dias, simulando o periodo médio de duracéo de

uma terapia antifingica tépica convencional.'®'’

Pode ser observado pelas micrografias dos grupos controle dos materiais
macios avaliados, principalmente nas imagens de confocal (Figuras 12A a 12C e
13A a 13C) que ambos apresentam potencial para serem utilizados como matrizes
para adigdo e liberacdo de farmacos para o meio intraoral, uma vez que sao
permeaveis aos fluidos e apresentam porosidade,® importantes fatores relacionados

ao transporte de farmaco/agua através do polimero.*®

Foi observada uma notdria alteragao de superficie em ambos os materiais,
principalmente nos grupos modificados pela adicdo de antifungicos com o aumento
do tempo de imersdo em agua destilada. Desse modo, a primeira hipotese testada

foi comprovada, uma vez que a incorporagdo dos farmacos antifungicos aos
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materiais macios temporarios resultou em alteragdes diversas na sua morfologia de
superficie. Um dos fatores associados com essa modificagdo morfoldgica esta
relacionado a degradagdo dos materiais macios quando imersos em solugdes
aquosas.®® Ainda segundo Taylor et al. (2008),% a liberacdo de alcool e plastificante
em agua pode resultar em aumento da rugosidade de superficie desses materiais
apdés periodos de imersdo. Também €& conhecido que a liberacdo desses
componentes acompanhada pela absorgédo de agua para o interior do material macio
leva a perda de sua integridade de superficie.”®®® Além da inerente degradacao do
material, as particulas do farmaco quando liberadas para o meio deixam poros e
vazios provocando alteragdes em sua morfologia. Brook e van Noort (1985)%°
observaram a formacdo de fendas e canais por onde ocorreria a liberagdo do

medicamento para a cavidade oral.

Idealmente, os materiais macios para base de protese deveriam apresentar
superficies lisas para prevenir a formacgao de biofilme e consequente inflamacao da

mucosa oral, bem como para facilitar sua higienizacdo,’*® "% embora a

rugosidade n3o seja a Unica propriedade relacionada a adesdo microbiana.'®
Materiais com maior rugosidade de superficie podem apresentar maior numero de
leveduras, pois podem servir como um reservatdrio microbiano, aumentando a
resisténcia as forcas de cisalhamento da escovagdo.'®™ Apesar das alteragoes
microscopicas observadas nas imagens, elas poderiam néo influenciar os valores de
rugosidade dos materiais quando examinados em rugosimetro de bancada. Quando

47187 30 final

avaliada a rugosidade dos mesmos grupos experimentais deste estudo,
de 14 dias em todas as condi¢cbes avaliadas, a rugosidade dos materiais macios
apresentou reducao ou nao foi alterada pela incorporagao dos farmacos, exceto para
o Softone modificado por itraconazol e diacetato de clorexidina. Neste estudo, os
valores de rugosidade fornecidos pelo microscépio confocal mostraram um aumento
apos sete dias de imersdo e uma sequente redugéao apos 14 dias em agua destilada
para valores até inferiores aos iniciais no caso dos grupos controles e modificados
pela adicdo de nistatina, miconazol e cetoconazol. A redugdo da rugosidade com a
imersdo em agua pode estar associada a caracteristicas inerentes ao material bem
como a sua composicdo.'” De acordo com Garcia et al.,'® a imersdo em agua
causa uma perda de componentes soluveis, podendo resultar na formagao de

espagos vazios e poros.””’ Com o tempo, esses poros, responsaveis pela
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rugosidade, aumentam de tamanho resultando em crateras; e as bordas dessas
crateras, por sua vez, provavelmente diminuem e os espécimes tornam-se lisos.'"’
Exatamente o que foi observado neste estudo, como pode ser verificado nas
imagens confocais dos grupos controles e modificados pela incorporagdo de

nistatina, miconazol e cetoconazol (Figuras 12A a 12L e 13A a 13L).

No caso do itraconazol, as grandes alteragbes de superficie observadas
podem estar associadas, além dos maiores tamanhos e formatos irregulares de suas

particulas (Figuras 91 e 9J) e da maior quantidade adicionada aos materiais,*’*®

ao
processamento deste farmaco, que se apresenta comercialmente disponivel na
forma de péletes. Mesmo moido e processado em peneira ultrafina, € provavel que o
poé final do itraconazol ainda tenha apresentado resquicios de péletes.
Adicionalmente, apesar de nao ter sido mensurada, a absor¢ado de agua afetou sua

estabilidade dimensional,'®

uma vez que foi observado um nitido aumento de
volume desses espécimes modificados, o que também acarretou alteracbes nas

suas caracteristicas de superficie (Figuras 10 a 13 - P a R).

As alteragdes de superficie dos grupos contendo diacetato de clorexidina e o

aumento de rugosidade observado no estudo de Bueno et al.*"®’

e na presente
investigacdo para o material Trusoft (Figura 14) estdo de acordo com estudos que
demonstraram, por meio de analise em MEV, que a adicdo de acetato de clorexidina
aumentou a porosidade de resinas acrilicas e de um condicionador de tecido ao
longo do tempo.””'% Addy (1981)"" observou que o acetato de clorexidina
incorporado a um condicionador de tecido apresentou-se distribuido como particulas
dispersas no interior da matriz polimérica, sendo efetivamente liberado em niveis
antifungicos por periodos prolongados, mesmo em baixas dosagens. Quando
aplicado superficialmente sobre resinas acrilicas, o diacetato de clorexidina tem
mostrado efeitos significativamente maiores na reducdo do biofilme de C. albicans
quando comparado a outros farmacos.’*'"° Apesar de apresentar tamanhos de
particulas maiores (Figuras 9G e 9H), foi necessaria uma quantidade mais baixa de

diacetato de clorexidina como CMI para o biofilme de C. albicans*’*®

e, portanto,
este farmaco deveria ser levado em consideracdo no tratamento da estomatite
protética por apresentar algumas vantagens sobre outros antifungicos. Apresenta

agao antimicrobiana de grande espectro, atingindo bactérias e fungos presentes no
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biofilme protético, além de exibir significativa substantividade, o que resulta em

efetividade em periodos maiores de avaliagao.”* "%

O miconazol apesar de apresentar particulas maiores, porém mais finas
(Figuras 9C e 9D), ndo demonstrou aparente alteracdo de superficie quando
comparado aos grupos controle (Figuras 10 a 13 — G a |). O material modificado
mostrou-se mais consistente, sem a presenca de poros. Isso pode ser relacionado

aos resultados do estudo de Bueno et al. "'

que observou um aumento na dureza
Shore A do material Softone modificado com a CMI do miconazol no periodo de 14
dias de imersdo em agua. Esse resultado foi atribuido ao menor peso molecular da
particula do miconazol em relagao aos outros antiftmgicos,28 que permitiria que este
farmaco apresentasse maior difusibilidade dentro da matriz polimérica, levando a um
maior nivel de solvatacdo.** Mesmo ndo tendo demonstrado diferencas na sua
morfologia de superficie e redu¢cdo dos valores de rugosidade assim como nos
grupos controles (Figura 14), o aumento de dureza notado para o material
modificado pela adicdo de miconazol inviabiliza sua utilizagdo nesta concentragao
por ndo promover conforto ao paciente, absor¢cdo de impactos e distribuicdo

uniforme das for¢cas mastigatérias sobre o rebordo residual.

Tanto o cetoconazol como a nistatina apresentaram menores tamanhos de
particulas (Figuras 9A e 9B e 9E e 9F) e, quando adicionados aos materiais macios,
mostraram distribuicdo uniforme (Figuras 10 e 11 — D a F e J a L). As particulas,
quando em menor quantidade e tamanho, podem se difundir mais facilmente pela
matriz polimérica. Particularmente, a nistatina foi adicionada aos materiais utilizando
a mais baixa CMI dentre os antifingicos avaliados por Bueno*’*® devido ao seu
modo de agao farmacoldgico, que possui 0 mais largo espectro de acao entre os

antifingicos disponiveis, sendo considerada fungicida.''>11314

Como os reembasadores resilientes temporarios e os condicionadores de
tecido s&o utilizados por curtos periodos de tempo, tem sido sugerido que as

alteracbes de pequenas dimensdes nas propriedades fisicas e mecanicas apos a

17,28,49.60.83.8485 nnmo as observadas nas analises de

17,49,85

incorporacao de antimicrobianos

superficie poderiam nao interferir na performance clinica dos materiais € hao

contraindicariam sua utilizacdo pela vantagem no que se refere a liberagdo do

farmaco .83
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6.2 LIBERAGAO IN VITRO

Apesar disso, para este estudo de liberacdo e para dar sequéncia a esta
linha de pesquisa, foram selecionados apenas os farmacos nistatina e diacetato de

clorexidina, os quais foram altamente efetivos na inibicdo do crescimento de C.

|48

albicans nas mais baixas CM €, como consequéncia, nao resultaram em

1 63

alteragdes significantes nas propriedades de dureza,® resisténcia a

59,60

rugosidade,

tracao, e resisténcia da unido ao descolamento.®®

Estes dois agentes antifungicos também apresentaram alta efetividade em
outros estudos contra espécies de Candida quando adicionados a materiais

reembasadores de protese,®’ 727578

ainda apresentando, no caso da nistatina,
concentracdées mais baixas que o fluconazol para inibir a adesao celular e o
crescimento fangico’® e, no caso da clorexidina, apresentando efeito fungicida em

apenas 1 h,” inclusive contra cepas resistentes aos azéis.”> "¢

O farmaco miconazol tem sido amplamente utilizado para o tratamento da
estomatite protética como gel topico. Apesar de aliviar os sinais e sintomas desta
patologia, este antifungico ndo inibe efetivamente o crescimento de Candida spp. na
superficie das bases das proteses.* Para superar esta limitacdo, o miconazol tem
sido incorporado em materiais resilientes e apresentado efetividade contra a C.
albicans.®®”" Entretanto, o aumento de dureza Shore A dos materiais Softone e
Trusoft observado em estudos anteriores*’®" devido a necessidade de adigdo deste
farmaco em uma concentragao mais alta para se obter efetividade na inibicao de C.
albicans*® resultou na eliminacédo deste grupo apés as Ultimas analises de morfologia

de superficie.

O cetoconazol, utilizado para o tratamento sistémico da candidose, quando
incorporado a materiais macios temporarios tem demonstrado efetividade na inibicao
do crescimento de C. albicans® superior a nistatina' e ao itraconazol.”” A CMI
contra o biofilme de C. albicans determinada para este antifungico adicionado aos
materiais Softone e Trusoft foi intermediaria em relacdo aos outros farmacos

avaliados no estudo de Bueno et al.*®

Entretanto, este farmaco também foi excluido
do estudo de liberacéo devido ao fato de ter resultado em alteracdes na resisténcia a

tracdo do material Trusoft®® e sua toxicidade ter sido apontada como um problema.>
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O agente antifungico itraconazol, como relatado previamente, & utilizado
para o tratamento e profilaxia de candidose em pacientes imunocomprometidos
(British Society for Antimicrobial Chemotherapy Working Party, 1992) e como terapia
alternativa que nao responde ao fluconazol.*? Quando adicionado a condicionadores
de tecido, o itraconazol tem mostrado comportamentos antagdnicos: tanto maior
efetividade que o fluconazol e a nistatina na inibicdo de C. albicans’® como também
nao tem resultado em inibigdo de crescimento fungico possivelmente devido a uma
interacdo deste farmaco com a matriz polimérica, impedindo sua agdo.” Os
resultados dos estudos prévios que avaliaram propriedades fisicas e mecanicas dos
materiais macios testados neste estudo demonstraram que este antifungico,

adicionado em uma relativamente mais alta CMI*®

, promoveu aumento significante
da rugosidade de superficie® e valores inferiores aos sugeridos pela literatura para
resisténcia da unido ao descolamento com uma resina para base de prétese.®®
Somado ao fato de que o uso de itraconazol requer monitoramento cuidadoso dos
pacientes que fazem uso de outros farmacos devido a potenciais interacdes
medicamentosas sérias,”’ este agente antifingico também n3o foi avaliado na

segunda parte desta Dissertagao.

Para que seja eficaz clinicamente, o farmaco contido em sistemas
poliméricos deve ter capacidade de liberacdo para o meio."®"27%% Ambos os
farmacos avaliados nesta parte do estudo foram liberados para o meio aquoso
durante o periodo avaliado. O diacetato de clorexidina foi liberado em maior
concentracdo que a nistatina e o material Softone apresentou maior capacidade de
liberagdo que o Trusoft, deste modo, tendo sido a segunda hipétese comprovada.
Varias sdo as explicagdes para este achado, uma vez que diversos fatores estao

envolvidos no processo de liberagéo de farmacos a partir de matrizes poliméricas.?®

A nistatina, incorporada aos materiais, apresentou uma efetividade inibitoria
ao biofilme de C. albicans com apenas metade da quantidade (0,032 g) necessaria
para o diacetato de clorexidina (0,064 g).*® Visto que uma menor concentragéo foi
adicionada, menor concentragdo poderia, entdo, ser liberada. Outros estudos
também observaram essa relacdo dose-dependente, sendo que a concentracédo de
farmaco liberada foi diretamente proporcional a quantidade adicionada ao

p0| imero 55,78,80,81
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Apesar de a nistatina ter apresentado particulas de tamanho mais reduzido
que o diacetato de clorexidina (Figura 9), que poderia facilitar sua liberagcdo devido a

maior relacéo area de superficie/volume,'"®

apresenta um peso molecular mais alto
(926,11 versus 625,56 da clorexidina).?® Lin et al.”” observaram que os farmacos
com maior peso molecular necessitam de uma maior energia de ativagdo para
penetrar e se difundir através da matriz polimérica e que a velocidade de liberagao

dos farmacos pode ser aumentada pela diminuicdo de seu peso molecular.

Somado a concentracdo menor e ao peso molecular mais alto, a nistatina
também apresenta uma baixa solubilidade em solventes hidrofilicos, resultando em
uma liberacdo mais lenta a partir da matriz polimérica.**®' Tallury et al. (2007)®
avaliaram a solubilidade em UV de farmacos e encontraram os valores de 20 e
0,715 mg/mL para o diacetato de clorexidina e a nistatina, respectivamente. Devido
a insolubilidade da nistatina em agua, Lin et al. (2003),”® para avaliar sua liberagdo a
partir de um copolimero a base de etileno acetato de vinila, tiveram que utilizar como
meio de armazenamento uma solugdo de agual/etanol (4:1). Neste estudo, foi
utilizada a solugédo de agua destilada e surfactante lauril sulfato de s6dio a 2% para
imergir os corpos de prova contendo nistatina. Tallury et al.®' também adicionaram
surfactantes ao meio de imersdo dos espécimes modificados pela adicdo de
nistatina e observaram uma maior facilitagdo de sua liberagdo com a maior
concentracdo do surfactante. Neste estudo, o surfactante lauril sulfato de sodio foi
adicionado ao meio em uma concentragao acima da critica micelar. De acordo com

.,8! acima desta concentragdo, o surfactante forma micelas que tém a

Tallury et a
capacidade de aumentar a solubilidade de substancias pouco soluveis em agua. O
surfactante também reduz a tensao interfacial entre o polimero e o meio de
dissolucdo, aumentando a dispersabilidade da matriz contendo farmaco permitindo
sua liberacédo. Além de agir causando a entrada do fluido na matriz e, na sequéncia,
dissolvendo e criando canais por onde o farmaco pode ser liberado. Mesmo com a

adicao do tensoativo, a nistatina foi liberada em baixas concentracoes.

O fato da matriz de Softone ter liberado ambos os farmacos em maior
quantidade que o Trusoft deve-se ao seu valor mais baixo de temperatura de
transigcéo vitrea (Figura 19). Apesar de o fabricante ndo mencionar a concentragéo
dos plastificantes dos materiais utilizados neste estudo, é esperado, de acordo com

99,116

a literatura, que o Softone, sendo um condicionador de tecido, apresente maior
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quantidade de plastificante que o Trusoft, que é um reembasador resiliente
temporario. Os plastificantes reduzem a temperatura de transi¢ao vitrea do polimero,
tornando o material macio. As moléculas de plastificante quando liberadas para o
meio deixam poros no material por onde o farmaco pode ser liberado. A absorgao de
agua do sistema polimérico associada a sua estrutura porosa (Figuras 12 e 13)
permite uma liberagdao controlada do farmaco, podendo auxiliar no tratamento de
infeccdes por Candida intrataveis ou persistentes.”® A fraca interacdo detectada
entre estes dois farmacos e ambas as matrizes poliméricas, observada pelas
deflexdes dos picos endotérmicos correspondentes a temperatura de fusdo dos
farmacos proximas a estas temperaturas quando os farmacos foram analisados na
sua forma pura (Figuras 20 e 21), também reforca a possibilidade de utilizag&do
destes materiais como veiculos para incorporagao e liberagdo de antifungicos para

tratamento da estomatite protética.

A cinética de liberagao de ambos os farmacos a partir dos materiais macios
avaliados foi biexponencial, sendo que houve uma alta liberacao inicial seguida por
uma liberacao controlada durante 14 dias. Outros estudos também observaram este
padrao de liberacdo: maior nas primeiras 24 h e controlado até o final do
estudo.%® 777 78.7980 Estq |iberagdo consiste de dois estagios. Um inicial que consta
de um processo imediato (efeito burst) que provavelmente reflete a liberagao do
farmaco presente na superficie do material. A liberacdo subsequente pode ser o
resultado de um processo complexo envolvendo a formagao de goticulas de agua ao
redor das particulas dos farmacos, em sitios osmoticamente ativos, e a interacao

58,78,79

dessas gotas com o processo de absor¢do de agua e a porosidade do

polimero.*®

De acordo com a lei das poténcias do modelo semiempirico de Korsmeyer e
Peppas, quando os valores de n sao inferiores a 0,43, a liberacado do farmaco é
controlada por difusdo (mecanismo de transporte Fickiano). Quando o valor de n é
superior a 0,85, a liberagdo é controlada por inchamento (ou erosao) do polimero

"7 valores

(transporte caso Il ou mecanismo de transporte n&o-Fickiano).
intermediarios 0,43<n<0,85 indicam comportamentos mistos ou andmalos,
envolvendo ambos os fendmenos. Os resultados mostraram que os mecanismos
envolvidos na liberagao da nistatina a partir de ambos os materiais respeitaram a lei

de Fick, ou seja, envolveram apenas o processo de difusdo. Isto pode ser
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correlacionado aos resultados de Lima®, que indicaram que a adicdo de nistatina
nao influenciou a sorcdo de agua e solubilidade dos materiais apds 14 dias de
avaliagao, sendo que este farmaco pdde ser liberado sem que houvesse alteragao
no processo de transporte de fluidos através das matrizes. Para a clorexidina, foram
observados comportamentos diferentes entre as matrizes: mecanismo de transporte
Fickiano no caso do reembasador resiliente Trusoft e mecanismo anémalo no caso
do condicionador de tecidos Softone. Estes dados também podem se relacionar aos
obtidos por Lima (2013),87 que avaliou espécimes com as mesmas dimensdes
utilizadas neste estudo de liberacio. Este autor observou que, apés 14 dias, apenas
o material Softone modificado pela incorporagdo de clorexidina na mesma
concentragdo deste estudo apresentou maior absorgcdo de agua em relagdo aos
grupos controles. Isto indica que pode ter havido um inchamento do polimero, que
aliado a difusdo do farmaco, facilitou a liberacdo da clorexidina a partir do Softone.
Apesar da maior liberacdo deste farmaco a partir desta matriz, a decorrente
alteracdo volumétrica do material poderia acarretar problemas com relagcédo a
estabilidade dimensional da prétese reembasada, necessitando substituicdo do

Softone apds uma semana de uso.

Apesar de a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia ser mais
sensivel e precisa na quantificacdo de eluatos a partir de materiais poliméricos, foi
utilizada em apenas dois estudos que avaliaram a liberagcédo de clorexidina a partir de
resinas acrilicas autopolimerizaveis.*®® Salim et al. (2012)°° avaliaram a liberacéo e
a atividade antifungica da clorexidina a partir de um sistema polimérico a base de
polietil metacrilato/tetrahidrofurfuril metacrilato pela técnica do bioensaio. Mas a
maioria dos estudos de liberacdo de farmacos a partir de resinas acrilicas e
materiais macios temporarios foi feita utilizando espectroscopia UV a 220-257,5 nm
para a clorexidina e a 306 nm para a nistatina.”>’""8798081 Este estudo quantificou a
liberagao dos farmacos utilizando espectrofotometria na regido do ultravioleta visivel
(@ 480 nm para a clorexidina e a 520 nm para a nistatina) a partir de reacodes
quimicas colorimétricas entre reagentes e grupos funcionais presentes nas
moléculas da clorexidina® e da nistatina®®, permitindo seletividade ao método e
linearidade por meio da relagcido entre a saturacédo da cor e a concentracado presente

na amostra.
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Nao foi encontrado na literatura disponivel até o momento, nenhum trabalho
que tivesse avaliado a liberagdo in vitro dos farmacos nistatina e diacetato de
clorexidina a partir de materiais macios temporarios para base de prétese. Ainda, os

79,81

trabalhos consultados avaliaram a liberagdo da nistatina ou da

clorexidi r]a58,75,78,79,80,81 ,82

a partir de matrizes poliméricas diferentes das avaliadas
neste estudo; a base de polietii metacrilato/tetrahidrofurfuril metacrilato, etileno
acetato de vinila ou de polimetil metacrilato, utilizando corpos de prova de
dimensdes diversas, imersos em volumes diferentes de solugdes aquosas, tendo
sido 0 meio substituido ou ndo em intervalos programados. Isto torna dificil a
comparacgao direta entre resultados, pois resulta em diferentes comportamentos de
liberagdo e solubilizacdo dos farmacos frente as matrizes e ao meio de

armazenamento.

Com relagao aos valores encontrados neste estudo, pode-se concluir que as
quantidades liberadas sdo seguras e possivelmente ndo causariam efeitos colaterais
ou toxicos aos pacientes. Efeitos colaterais podem ocorrer durante ou apdés um
tratamento e os possiveis efeitos colaterais causados por farmacos antifungicos
incluem nausea, dor estomacal, diarreia, dor de cabeca e indigestdo."'® Entretanto, a
utilizacdo de sistemas de liberagao local de farmacos reduz o risco de efeitos
colaterais sistémicos ou interagdes medicamentosas.***>""882 Efeitos colaterais
nao sao provaveis de ocorrer com a nistatina, que é tolerada mesmo em uma terapia
prolongada. A LD50 da nistatina testada em camundongo por via intraperitoneal é de
200 mg/Kg.""® Para a clorexidina, os efeitos colaterais relatados sdo pigmentagao
dos dentes e do dorso da lingua, descamacao e paladar alterado, os quais podem
ser diminuidos pela reducdo da concentracdo da solucdo.'?® Quando ingerida, a
clorexidina pode causar irritagdes gastrintestinais, vomito, tontura, enquanto que a
toxicidade sistémica é rara.'' Sua LD50 em camundongo por via oral é de 2 g/Kg.""
De acordo com as CMI determinadas,*® considerando um reembasamento de uma
protese total maxilar, as quantidades incorporadas dos farmacos aos materiais
macios seria de 96 mg (583.584 UI)'® para a nistatina e 192 mg para o diacetato de
clorexidina. Assim, mesmo se toda a quantidade adicionada tivesse sido liberada em
24 h, o sistema de liberacdo de farmacos proposto neste estudo além de apresentar

elevado potencial antifiingico contra C. albicans®® possivelmente também nao
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causaria reacgdes alérgicas, uma vez que as concentragdes estariam muito abaixo

dos niveis tdxicos.''®1%?

Entretanto, os resultados desta pesquisa in vitro devem ser aplicados as
condigbes clinicas com cautela. Este estudo tem como limitagdes a dificuldade de
simulacdo do meio aquoso oral com o fluxo e renovagado salivar e alteragdo de
temperatura e pH. Para indicar a adicdo de farmacos antifungicos em materiais
macios temporarios para base de proteses, seria necessaria uma avaliagao final de

seu desempenho por meio de estudos clinicos in vivo.



7 CONCLUSOES

1. Os farmacos nistatina e cetoconazol apresentaram os menores e os farmacos
diacetato de clorexidina e itraconazol, os maiores tamanhos de particulas;

2. O condicionador de tecido Softone apresentou morfologia de superficie mais
irregular que o reembasador resiliente Trusoft. Foi notada alteragao de superficie em
ambos os materiais, principalmente naqueles contendo farmacos, com o aumento do
tempo de imersao em até 14 dias, sendo que os grupos contendo diacetato de
clorexidina e itraconazol demonstraram superficies extremamente porosas e
irregulares;

3. Os espécimes modificados pela adicdo de farmacos apresentaram valores
superiores de rugosidade em relacdo aos controles e houve uma tendéncia de
aumento de rugosidade aos sete dias, seguida por uma diminuigdo a valores
inferiores aos iniciais aos 14 dias para o grupo controle e aqueles contendo nistatina,
miconazol e cetoconazol;

4. Ambos os materiais apresentaram cinética de liberagdo biexponencial com
uma rapida liberagdo inicial seguida por uma liberagdo mais lenta, sendo que o
material Softone liberou maior concentracdo dos farmacos que o Trusoft e o
diacetato de clorexidina foi liberado em maior concentracdo que a nistatina, ambos
em niveis nao téxicos;

5. A nistatina foi liberada de ambas as matrizes apenas por meio de difusdo e a
clorexidina foi liberada por difusdo a partir do Trusoft e por meio de um mecanismo
anémalo a partir do Softone;

6. Foi detectada uma temperatura de transig¢ao vitrea inferior para o Softone em
relacdo ao Trusoft;

7. As temperaturas de fusdo do diacetato de clorexidina e da nistatina n&o foram
alteradas apds terem sido incorporados aos materiais, podendo-se concluir que

houve uma fraca ligagao quimica entre estes farmacos e os materiais avaliados.
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APENDICE A - Preparo de reagentes
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Preparo do reagente hidréxido de sédio 3 N

Foram pesados 12 g de hidroxido de sodio e inseridos em um baldo
volumétrico de 100 mL de fundo chato. Foram adicionados 40 mL de agua destilada
e a suspenséo foi agitada cuidadosamente até sua solubilizagdo. O volume final do
baldo foi completado com agua destilada e aguardou-se o completo resfriamento da

solucao, que foi armazenada em frasco ambar de vidro.

Preparo do reagente hidroxido de sédio 1 N

Foram diluidos 10 mL de hidréxido de sédio 3 N em 30 mL de agua destilada

e a solucao foi armazenada em frasco ambar de vidro.

Preparo do reagente hipoclorito de sodio alcalino

Inicialmente, foram dissolvidos 20 g de hidréxido de sédio em 800 mL de
hipoclorito de sodio 2,0 a 2,5% comercial. Foi retirada uma aliquota de 1 mL desta
solucao e transferida para um frasco erlenmeyer. A esta aliquota, foram adicionados
50 mL de agua destilada, 10 mL de acido acético glacial e 2 g de iodeto de potassio
P.A. Foi realizada uma titulagdo com tiosulfito de sddio 0,1 N. Na bureta, foram
adicionados 50 mL de agua destilada e 3 mL de amido; a torneira da bureta foi
aberta e aguardou-se até o momento em que a solucgéao ficasse incolor. A quantidade
de liquido necessaria para a titulacdo, neste caso, foi de 6,5 mL. A partir de calculos
realizados, foi indicado que seriam necessarios 608 mL da solugéo inicial para o
preparo da solugcao de hipoclorito de sddio. Assim, foram adicionados 608 mL de
hipoclorito de sddio comercial e 10 g de hidroxido de sédio em um baldo volumétrico
de 1000 mL. A solucéo foi protegida da luz e armazenada a 4°C até o momento de
sua utilizacdo. Para o preparo do hipoclorito de sddio alcalino, foram utilizados 66

mL da solugéo padronizada e 33 mL de solugao de hidréxido de sodio 3 N.
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Preparo do reagente hidroxido de sédio 1 M

Foram pesados 4 g de hidroxido de sédio e dissolvidos em 30 mL de agua
destilada. Em seguida, o baldo volumétrico de 100 mL foi completado com agua

destilada.

Preparo da solucao de p-aminoacetofenona

Foram pesados 0,5 g de p-aminoacetofenona e dissolvidos em 100 mL de

metanol em baldo volumétrico.



