UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE BAURU

CINDY RUIZ SPEDO

Efeito da modificagcao da superficie de materiais resilientes
temporarios para base de prétese por Equisetum giganteum na
inibicdo do biofilme de Candida albicans

BAURU
2017






CINDY RUIZ SPEDO

Efeito da modificagao da superficie de materiais resilientes
temporarios para base de prétese por Equisetum giganteum na
inibicao do biofilme de Candida albicans

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Odontologia
de Bauru da Universidade de Sao Paulo, como parte
dos requisitos para obtengao do titulo de Mestre em
Ciéncias  Odontoldgicas  Aplicadas, éarea de
concentragao Reabilitagdo Oral.

Orientadora: Prof.? Dr.2 Karin Hermana Neppelenbroek

Versao Corrigida

BAURU
2017



Ruiz, Cindy Spedo

R859¢ Efeito da modificagdo da superficie de materiais
resilientes temporarios para base de protese por
Equisetum giganteum na inibicao do biofilme de
Candida albicans / Cindy Ruiz Garcia. — Bauru, 2017.

128 p. :il. ; 31cm.

Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia
de Bauru. Universidade de Sao Paulo

Orientadora; Prof.2 Dr.2 Karin Hermana
Neppelenbroek

Nota: A versdo original desta dissertagdo encontra-se disponivel no servigo de
Biblioteca e Documentacao da Faculdade de Odontologia de Bauru — FOB/USP.

Autorizo, exclusivamente para fins académicos e cientificos, a
reprodugdo total ou parcial desta dissertacdo/tese, por processos
fotocopiadores e outros meios eletronicos.

Assinatura:

Data:




FOLHA DE APROVACAO






DEDICATORIA

A Deus, por me guiar, proteger e me amparar em todos os momentos. Sou
grata por tudo que Ele fez e faz por mim, por me conceder forca e sabedoria para
que este sonho fosse concretizado. Obrigada Senhor por tragar meu caminho com

tanto amor e carinho; sem o seu sustento eu ndo seria nada.

Ao meu esposo, Kleber Spedo, por ser meu porto seguro, meu amigo, meu
parceiro em todo momento, por me incentivar a buscar meus objetivos e ndo medir
esforgos para que isso aconteca. Obrigada por fazer dos meus sonhos os seus!
Agradego imensamente a sua paciéncia e o seu tempo dedicado dia a dia, em todos
0s momentos, mostrando o qudo imensuravel e poderoso é o seu amor. VVocé me
tomou pela méao, prometeu cuidar de mim sempre e até agora vocé fez tudo isso e
até mais. Admiro muito a sua determinacdo, a sua honestidade e o seu otimismo
com a vida. Esta conquista é mérito nosso. Tudo que fago € pensando no melhor

que posso te oferecer. Te amo!

A minha familia, aos meus pais Johnny Ruiz e Gladis Garcia e as minhas
irmés Candy e Cinthya, que me apoiam e torcem sempre para que meus desejos
sefam concretizados. Vocés sdo meus maiores incentivadores mesmo nos
momentos mais conturbados, nos quais eu sentia que n&o conseguiria e me
inspiraram todos os dias a ser uma pessoa melhor. Obrigada a todos pelo amor,

compreenséo e por serem fonte de alegria e determinagéo.

Amo vocés!







AGRADECIMENTO ESPECIAL

Em especial, a Prof. Dra. Karin Hermana Neppelenbroek, minha
orientadora e professora, pelo qual tenho profunda admiragcdo e respeito. Ainda
lembro o dia em que nos conhecemos e a senhora disse que “eu n&o tinha a
colocado como orientadora no dia da minha prova de sele¢cdo”, quando fiquei
assustada e sem palavras. O meu espanto logo deu espacgo para a grande afei¢cdo e
carinho que tenho pela senhora. Admiro sua competéncia, generosidade, paciéncia,
amizade e dedicagdo. Obrigada pelo incentivo, pelas oportunidades, por acreditar
em mim e fazer parte do meu crescimento profissional. E uma honra ser sua

orientada!

Ao nosso grupo de pesquisa: suas filhas Jana, Andrea, Juliana , Jozely,
Carol e Thais, que com grande generosidade me guiaram e incentivaram. Obrigada

por tudo e contem sempre comigo!

A Faculdade de Odontologia de Bauru da Universidade de Sdo Paulo
(FOB-USP), na pessoa da sua Diretora, Prof® Dr?* Maria Aparecida de Andrade
Moreira Machado, minha segunda casa. Os conhecimentos aqui adquiridos séo
infindaveis. Ndo ha duvidas que essa escola é um divisor de aguas na minha

formacgé&o. Sinto muito orgulho de ser agora uma filha desta escola.

Ao Departamento de Prétese da FOB-USP, representado pelo Paulo César
Rodrigues Conti, fazendo-se membro junto aos professores doutores: Prof. Dr. José
Henrique Rubo, Ana Lucia Pompéia Fraga de Almeida, Carlos dos Reis Pereira de
Araujo, Estevam Augusto Bonfante, Gerson Bonfante, Accacio Lins do Valle,
Lucimar Falavinha, Pedro César Garcia de Oliveira, Renato de Freitas, Simone
Soares, Vinicius Carvalho Porto e Wellington Cardoso Bonachela. A admiragdo e
inspiragdo que tenho por todos é imensuravel. Agradego por compartilharem seus

conhecimentos durante esses anos.







AGRADECIMENTO

Ao Prof. Dr. Paulo César Rodrigues Conti, a quem tenho profunda
admiragédo e respeito. Obrigada pela orientacdo que o senhor me concedeu, a qual
me introduziu a familia USP e, entdo ao Mestrado.

Ao Prof. Dr. Luiz Fernando Pegoraro, exemplo de educador e o alicerce da
Pos-Graduagdo em Reabilitacdo Oral da FOB-USP. A generosidade, a paciéncia e o
amor com que se dedica as atividades académicas ¢ de uma nobreza sem igual.

Obrigada pelos ensinamentos e por me inspirar sempre.

Ao Prof. Dr. Accacio Lins do Valle, a quem tenho profunda admiragéo e
respeito. Obrigada pelos conhecimentos adquiridos durante o Mestrado, por me dar
a oportunidade de trabalhar com o senhor e acompanhar cada etapa desse estudo.
Agradeco por ter me acolhido de bragos abertos e tornar essa caminhada mais
prazerosa. Generosidade, paciéncia e ética sdo sua marca registrada e um modelo a

ser seguido Vou sentir muita saudade da sua alegria e de nossas saidas para jantar.

A Prof. Dr. Lucimar Flavinha, a quem tenho um grande carinho, admiragéo e
respeito. Obrigada por me acolher como filha e por me ensinar o significado do amor
de uma maneira diferente. Muito obrigada pelo seu tempo, seus conselhos e sua

alegria contagiante, por me abrir a porta da sua casa e do seu coragdo. Adoro-te.

Ao Prof. Dr. Heitor Marques Honodrio, pela analise estatistica e pelas
contribuigbes no design desse trabalho. Muito obrigada pela sinceridade e

delicadeza que trabalha.

A secretéria do Departamento de Prétese Déborah Andrea Riéra Blasca, por
toda paciéncia e comprometimento. Aos funcionarios: Cleide Vital Martins, Marcelo
Giatti, Valquiria Nogueira e Ziley Mara Calepso de Castro, pela atengdo e
solicitude. Em especial, ao técnico de protese Reivanildo Viana, pela delicadeza e

disposi¢cédo de sempre.







A equipe de Pés-Graduacdo da FOB-USP, Cleusa Gongalves Leite e Hebe
Joselina de Freitas Pereira, pessoas excepcionais que desempenham papel
fundamental para que as clinicas acontecessem e por todo carinho e alegria com
que me receberam. As secretarias Ana Leticia Polombo Momesso, Fatima
Cassador Carvalho e Leila Regina da Silva Yerga Sanchez, meus sinceros

agradecimentos.

Aos meus colegas de Pés-Graduagao, llana Ramalho, Andréa Falcéo,
Thereza Pacheco, Verena Cunha, Patrick Alves, Oscar Marcillo, Vinicius Rizzo,
Guilherme Moreira, Naila Machado, Fernanda Sampaio, Fernanda Furtado Piras,
Fernanda Ferruzi, Leonardo Marques, Denise Gusma&o, Vinicius Fardin, Camila
Machado, Henrique Quevedo, Janaina Maciel, Ernesto Benalcazar, Ana Paula
Chappuis, Leadiane Sandes, Jéssica Moreno, Cristiane Marques, Barbara Margarido
Brondino, Milena Steluti Marques, Leticia Fiedler, Laila Aguiar, Clara Fassoni
Bonachela, Adolfo Coelho, Rodrigo Moreira, Nicole Freitas, Thais Fuzer, Luisa
Guerrin, deixo meus sinceros agradecimentos por todo conhecimento compartilhado,

companheirismo e convivio harmonioso.

A amiga Fernanda Araujo Sampaio! N&o tenho palavras para descrever o
quanto vocé foi e é importante na minha vida! Amiga, vocé esteve comigo nos
momentos mais dificeis que a vida me apresentou, vocé me estendeu a sua mao,
abracando-me e acolhendo-me com muito amor. Faltam palavras para descrever a
imensa gratiddo e a profunda admiragcdo que tenho por vocé. Seu carater, respeito
com o proximo, determinagdo e generosidade sdo qualidades que devem servir de
exemplo para qualquer pessoa! Obrigada pelo convivio, por tornar essa faz da
minha vida mais leve, pelos conselhos, pelas alegrias e pelas tristezas
compartilhadas. Tenho certeza que Deus preparou nosso encontro com muito zelo,

e é dessa forma que quero manter nossa amizade!

A amiga Janaina Maciel Gomes, por quem tenho profundo carinho. Vocé é
uma pessoa sensacional, com um alto astral, vocé e unica e querida. Muito obrigada
por todos os momentos de trabalho, ajuda e por compartilhar comigo varios
momentos prazerosos. Te desejo as melhores coisas que a vida pode oferecer,

porque vocé merece. Conte sempre comigo!







As amigas Samira Sandy e Dyna Mara Ferreira, por serem minhas
companheiras nesta caminhada. Obrigada por todo incentivo, conversas sinceras e

alegria. Os meus dias s&o mais leves com vocés!

Ao Centro Integrado de Pesquisa, representado pelo Prof. Dr. Rodrigo
Cardoso de Oliveira, pela receptividade com a qual sempre fui tratada e pelo
compartilhamento de conhecimento. Aos seus funcionarios, Marcia, Marcelo e
Rafaela, por terem aberto as portas do laboratério, agradego por toda ajuda e pelo
companheirismo e por me aceitarem como parte do grupo de pesquisa, tornando

essa pesquisa possivel. N&ao foi nada facil, mas juntos conseguimos!

A Proff Dr* Anne Ligia Dokkedal Bosqueiro, muito obrigada pela
oportunidade de ftrabalhar no laboratorio do Departamento de Biologia da
Universidade Estadual Paulista de Bauru e contribuir pelo desenvolvimento dessa
pesquisa. A senhora me acolheu de bracos abertos e ndo tenho palavras para
expressar minha gratiddo, Obrigada ao pos-graduando Leonardo Saldanha pela
disponibilidade, orientagbes e ajuda com o0s equipamentos para a condugdo desta
pesquisa. Sua dedicagdo e paciéncia comigo foram essenciais para adquirir 0s
conhecimentos necessarios para a metodologia deste estudo pudesse ser

desenvolvida. Muito obrigada pela sua amizade e carinho; vou sentir saudades.

A Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico
(CNPq) pela bolsa de Mestrado, auxilio indispensavel para a realizagdo deste
trabalho.

A minha familia bauruense, sogra Ivanil, cunhados Clodoaldo e Marcelo,
cunhadas kelly e Luciana, sobrinhos de coragcdo, Matheus, Julia, Nicolas e
Gabriela e tias de coragdo Dalva e Elaine, muito obrigada por serem meu porto
seguro e alicerce. Sem sua dedicagéo, zelo, amor e acima de tudo, oragbes, esse

sonho ndo poderia ser realizado. Amo todos vocés!







Aos meus padrinhos de casamento Fernando e Luciane Rocha e Ricardo e
Daniele Falsetti, exemplos de dedicagdo, honestidade, perseverancga e fé. Obrigada

pelas oracées, incentivo e forga!

A minha familia peruana: avés, tios, tias, primos e primas, pelo apoio e
companheirismo, mesmo a distancia. E muito bom saber que sempre podemos
contar uns com os outros. Vocés sdo fonte de felicidade e dedicagcdo. A saudade é

grande, mas quando estamos juntos, tudo é recompensado. Amo muito vocés!
Aos amigos Olga Pereira, Cristie Whitehead, Adela Ruiz, Cecilia Vela,
Danitza Vela, Pedrito Pena, Raul Wong, Karolin Rodriguez. Amizades de longas

datas que a distancia so fortaleceu. Obrigada pelas doses diarias de alegria!

Aos professores integrantes da banca examinadora, pela disponibilidade

em analisar, avaliar e contribuir para aprimorar o presente trabalho.

A todos que direta ou indiretamente torceram por mim, meu muito obrigada!







RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a efetividade in vitro da modificagdo superficial de
materiais resilientes temporarios para base de prétese por Equisetum giganteum sobre o
biofime de Candida albicans ao longo da vida util desses produtos. Corpos de prova
circulares (10 mm x 1 mm) do condicionador tecidual Coe-Comfort e reembasador macio
temporario Coe-Soft foram superficialmente modificados pela aplicagdo de um primer
indicado para melhorar a interface de unido resina acrilica de base protética/material
reembasador (Rite-Line) misturado ou ndo (controle) as concentragdes inibitérias minimas
(CIMs) dos antimicrobianos testados: 0,100 g/mL para o extrato hidroetandlico de E.
giganteum e 0,016 g/mL para o farmaco puro nistatina (grama de farmaco por mililitro de
primer). Entéo, o biofilme de uma das cepas de C. albicans (SC 5314 e ATCC 90028) foi
formado sobre as amostras nos periodos de 24 h, 7 ou 14 dias. Para a contagem das
unidades formadoras de colénias (UFC/mL), a suspensdo fungica foi sequencialmente
diluida e plaqueada em Agar Sabouraud Dextrose. Todos os procedimentos foram
realizados em ftriplicatas. A efetividade do tratamento superficial dos materiais pelo
fitoterapico foi expressa em porcentagem de inibicdo fungica em relagao ao controle
(apenas primer sem farmaco). Os dados percentuais foram analisados estatisticamente por
ANOVA 4 fatores, seguida pelo teste de Tukey (0=0,05). A inibicao do biofilme fungico nao
variou significativamente em fungéo do tipo de material resiliente temporario ou cepa de C.
albicans testada (P>0,05). Embora a nistatina tenha resultado em maiores porcentagens
inibitérias médias nos periodos de 24 h (100%) e 7 dias (99,63%) em relacdo ao E.
giganteum (24 h: 85,90%; 7 dias: 93,85%) (P<0,05), ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre os farmacos ao final de 14 dias quando comparados ao controle (E.
giganteum: 97,03%; nistatina: 99,99%) (P>0,05). Os resultados mostraram que o E.
giganteum foi liberado de forma efetiva e gradual a partir da superficie de materiais
resilientes temporarios para base de protese. Como consequéncia, a efetividade contra o
biofiime de C. albicans foi mantida durante ao longo da vida util desses materiais, que é
semelhante ao periodo do tratamento convencional com antifingico tépico para estomatite
protética (14 dias), sugerindo que esse protocolo pode ser uma alternativa promissora aos

farmacos alopaticos destinados a essa terapia.

Palavras-chave*: Reembasadores de Dentadura; Estomatite sob Protese; Candida

albicans; Anti-infecciosos; Fitoterapicos®.

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







ABSTRACT

Effect of surface modification of temporary resilient denture liners by Equisetum

giganteum on inhibition of Candida albicans biofilm

The aim of the present study was to evaluate the in vitro effectiveness of the surface
modification of temporary resilient denture liners by Equisetum giganteum on the biofilm of
Candida albicans throughout the lifespan of these products. Disc specimens (10 mm x 1 mm)
of tissue conditioner Coe-Comfort and temporary resilient liner Coe-Soft were superficially
modified by application of a primer for denture base acrylic resin/reline material interface to
enhance the bonding between these materials (Rite-Line) mixed or not (control) to minimum
inhibitory concentrations (MICs) of the tested antimicrobials: 0.100 g/mL for the
hydroethanolic extract of E. giganteum and 0.016 g/mL for the pure drug nystatin (gram of
drug per milliliter of primer). Then, biofilm of one of C. albicans strains (SC 5314 and ATCC
90028) was formed on the samples in the 24 h, 7 or 14 day periods. For the count of colony-
forming units (CFU/mL), fungal suspension was sequentially diluted and plated on
Sabouraud Dextrose Agar. All procedures were performed in triplicates. The effectiveness of
the superficial treatment of the materials by the phytotherapic was expressed in percentage
of fungal inhibition in relation to the control (only primer without drug). The percentage data
were analyzed statistically analyzed by 4-way ANOVA followed by Tukey’s test (a=0.05).
Inhibition of fungal biofilm was not significantly influenced by the type of temporary resilient
material or C. albicans strain tested (P>0.05). Although the nystatin resulted in higher
inhibitory percentages in the periods of 24 h (100%) and 7 days (99.63%) in relation to E.
giganteum (24 h: 85.90%, 7 days: 93.85%) (P<0.05), there was no statistically significant
difference between the drugs at the end of 14 days when compared to the control (E.
giganteum: 97.03%, nystatin: 99.99%) (P>0.05). The results showed that E. giganteum was
effectively and gradually released from the surface of temporary resilient denture liners. As a
consequence, an efficacy against C. albicans biofilm was maintained over the lifespan of
these materials, which is the period of conventional treatment with topical antifungal for
denture stomatitis (14 days), suggesting that this protocol may be an promising alternative to

allopathic drugs for this therapy.

Key-words*: Denture Liners; Denture Stomatitis; Candida albicans; Anti-Infective Agents;

Phytotherapeutic Drugs™.

*In accordance with Health Sciences Descriptors (DeCS) available at http://decs.bvs.br/
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1 INTRODUCAO

A estomatite protética, considerada a forma mais comum de candidose bucal,
tem sido relatada em 11 a 88% dos portadores de préteses removiveis (AKPAN;
MORGAN, 2002; BARBEAU et al., 2003; BARNABE et al., 2004; RAMAGE et al.,
2004; WEBB; THOMAS; WHITTLE, 2005; FIGUEIRAL et al., 2007; FREITAS et al.,
2008; RABIEI et al., 2010; GENDREAU; LOEWY, 2011; GIANNINI; SHETTY, 2011;
SALERNO et al.,, 2011; GONZALEZ-SERRANO et al., 2016; AOUN; BERBERI,
2017; RIVERA; DROGUETT; ARENAS-MARQUEZ, 2017). Essa recorrente patologia
pode se manifestar clinicamente por meio de diferentes niveis de inflamacao e
eritema nos tecidos de suporte da proétese, variando de multiplos pontos hiperémicos
a areas eritematosas difusas e hiperplasia papilar (NEWTON, 1962). A estomatite
protética apresenta-se frequentemente assintomatica, mas quando os sinais e
sintomas estdo presentes, ocorrem em forma de sangramento da mucosa bucal,
inchago, prurido, desconforto, ardor, halitose, gosto desagradavel e xerostomia,
além de lesdes associadas, como queilite angular e glossite romboide mediana
(BUDTZ-JORGENSEN, 1974; ARENDORF; WALKER, 1987; JEGANATHAN; LIN,
1992; SALERNO et al., 2011).

Embora tenha sua etiologia reconhecida como multifatorial, a infeccédo por
Candida tem sido apontada como o principal fator associado a estomatite protética
(BUDTZ-JORGENSEN; BERTRAM, 1970; BANTING; HILL, 2001; RAMAGE et al.,
2004; MARTORI et al., 2014). Aproximadamente 93% dos individuos com sinais
clinicos dessa patologia apresentam infec¢dao fungica (MCMULLAN-VOGEL et al.,
1999; BANTING; HILL, 2001; PIRES et al., 2002; BAENA-MONROQY et al., 2005),
sendo C. albicans a espécie mais prevalente, identificada em 50 a 98% dos casos
(MCMULLAN-VOGEL et al., 1999; PIRES et al.,, 2002; BAENA-MONROQY et al.,
2005; SANITA et al., 2011; MIMA et al., 2012; SILVA et al., 2012; TAY et al., 2014;
AOUN; CASSIA, 2016; MOOSAZADEH et al., 2016). Dessa forma, séo relevantes os
fatores etiologicos locais e sistémicos relacionados com a capacidade de adeséo e
proliferacdo de Candida spp. nos tecidos bucais do paciente, que podem levar ao
desenvolvimento da estomatite protética quando as condi¢gdes do ambiente bucal se

tornam favoraveis, e também quando os fatores sistémicos levam a uma diminuigao
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dos mecanismos de defesa do organismo (BILHAN et al., 2009; SALERNO et al.,
2011).

Fatores etiologicos sistémicos como debilidade fisica, alergias, idade
(WEERASURIYA; SNAPE, 2008), género, tabaco, alcool (BARBEAU et al., 2003;
SOYSA; ELLEPOLA, 2005), endocrinopatologias (DORKO et al., 2001; GONZALEZ-
SERRANO et al., 2016), deficiéncias nutricionais (RITCHIE et al., 1969; BUDTZ-
JORGENSEN, 1990), antibiéticos de amplo espectro (RITCHIE et al., 1969; BUDTZ-
JORGENSEN, 1990; DORKO et al., 2001; SOYSA; SAMARANAYAKE; ELLEPOLA,
2008), imunossupressores, terapias antineoplasicas (GOLECKA et al., 2006) e
alteragdes nos mecanismos imunoldgicos podem influenciar no desenvolvimento da
estomatite protética (PEREZOUS et al., 2005; DOROCKA-BOBKOWSKA et al.,
2010; SALERNO et al., 2011). Ainda, fatores locais associados as préteses tém sido
considerados determinantes, sendo os principais a presenga de biofiime (BUDTZ-
JORGENSEN; BERTRAM, 1970; BANTING; GREENHORN; MCMINN, 1995;
RADFORD; CHALLACOMBE; WALTER, 1999; PEREIRA-CENCI et al., 2008), o
trauma local causado pelas proteses, sobretudo as antigas e mal adaptadas, com
instabilidade oclusal e dimensado vertical reduzida (BUDTZ-JORGENSEN;
BERTRAM, 1970; ARENDORF; WALKER, 1987; COELHO; SOUSA; DARE, 2004;
GENDREAU; LOEWY, 2011), a xerostomia (SHIP; PILLEMER; BAUM, 2002), o uso
continuo das préteses (WEBB et al., 1998; BARBEAU et al., 2003; FIGUEIRAL et al.,
2007; NEPPELENBROEK et al., 2008) e a alteragdo do pH da saliva (LOMBARDI;
BUDTZ-JORGENSEN, 1993; FIGUEIRAL et al., 2007).

Os tratamentos direcionados a estomatite protética sdo variados, incluindo
terapia antifungica tépica, medicagao antifungica sistémica, cuidados com a higiene
bucal, procedimentos de limpeza e desinfeccdo das proteses, substituicdo de
préteses antigas, eliminagcdo de irregularidades anatbémicas, restabelecimento de
oclusdo nao traumatica, restituicdo nutricional e remogéao das proteses no periodo
noturno (BUDTZ-JORGENSEN, 1974; CARTER; KERR; SHEPHERD, 1986;
LOMBARDI; BUDTZ-JORGENSEN, 1993; NEPPELENBROEK et al.,, 2008;
SRINIVASAN; GULABANI, 2010). A escolha de um tratamento ou a associagc&o de

mais de um deles € um aspecto a ser considerado individualmente.
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Para pacientes imunocomprometidos, a terapia antifungica sistémica para
estomatite protética pode ser recomendada. No entanto, é preciso considerar a
possibilidade desses farmacos induzirem efeitos hepatotoxicos e nefrotoxicos
(LOMBARDI; BUDTZ-JORGENSEN, 1993) bem como apresentarem interagcdo com
outros medicamentos, resultando em efeitos sistémicos potencialmente adversos a
saude (HAZIN et al., 2008; CHOI et al., 2010). Ainda, o uso descontrolado dos
antifungicos sistémicos nas ultimas décadas, sobretudo dos azodlicos, tem resultado
no aparecimento de resisténcia antimicrobiana pelos fungos (LOMBARDI; BUDTZ-
JORGENSEN, 1993; AREVALO et al., 1994; MARTINEZ et al., 2002; ROGERS,
2002; GOLDMAN et al., 2004; ZOMORODIAN et al., 2011b; PFALLER, 2012). O
insucesso do tratamento de estomatite protética com agentes sistémicos é
especialmente atribuido a sobrevivéncia de Candida spp. resultante de concentracao
insuficiente da medicacdo nas superficies das préteses (MATHABA; DAVIES;
WARMINGTON, 1995). Assim, € comum a ocorréncia de um quadro de reinfecgéo
da mucosa bucal em até duas semanas apdés a suspensdo do tratamento
(BERGENDAL; ISACSSON, 1980; KULAK; ARIKAN; DELIBALTA, 1994; BANTING;
HILL, 2001; NEPPELENBROEK et al., 2008).

Se a terapia antifungica topica for instituida, agentes como a nistatina, o
miconazol e a clorexidina podem ser utilizados (LOMBARDI; BUDTZ-JORGENSEN,
1993; KULAK; ARIKAN; DELIBALTA, 1994; BANTING; HILL, 2001;
NEPPELENBROEK et al., 2008). Apesar de tais medicamentos serem eficazes no
alivio dos sinais e sintomas da estomatite associada a Candida spp, muitas vezes
nao eliminam completamente esses micro-organismos das superficies teciduais das
préteses (BANTING; HILL, 2001). O sucesso da aplicagéo tépica de farmacos na
cavidade oral pode ser comprometido por varios fatores, incluindo a falta de
percepcgao da infec¢do pelos pacientes, necessidade de gastos com medicagao, uso
continuo das proéteses, sabor desagradavel do medicamento (TRUHLAR; SHAY;
SOHNLE, 1994) e posologia rigorosa (SCHNEID, 1992). Além disso, € dificil manter
uma concentragao efetiva da medicagao nas superficies e nos tecidos infectados em
decorréncia do fluxo salivar, dos movimentos da lingua e da degluticdo, que
rapidamente dissolvem e eliminam o farmaco da cavidade bucal (BERGENDAL;
ISACSSON, 1980; KONSBERG; AXELL, 1994; BANTING; HILL, 2001).
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A insuficiéncia de concentragdo adequada de antifungicos convencionalmente
utilizados sobre as superficies teciduais das proteses também se deve a colonizagao
microbiana em profundidade na resina acrilica (DAVENPORT, 1972; CHAU et al.,
1995; PEREIRA-CENCI et al., 2008) e ao complexo biofiime presente nesse
substrato (SATO et al., 1997; PEREIRA-CENCI et al., 2008; SALERNO et al., 2011).
Tem sido observado por varios pesquisadores (CHANDRA et al., 2001; KUHN et al.,
2002; FERREIRA et al., 2009) que, apés a adesao inicial dos blastéporos de
Candida spp. a substratos como a resina acrilica, uma camada de biofilme é
rapidamente formada. As células neste sistema sdo menos susceptiveis a agao de
agentes antimicrobianos, havendo aumento do grau de resisténcia com a maturagao
do biofilme (MAH; O'TOOLE, 2001).

As proteses removiveis parciais e totais funcionam como agentes
catalisadores na iniciagdo da estomatite protética, pois podem bloquear o fluxo de
anticorpos da saliva e a agdo mecanica de limpeza da lingua, desenvolvendo um
ambiente aerdbico e acidulado propicio para a proliferagdo microbiana e a formacgao
de biofiimes (BUDTZ-JORGENSEN, 1974; MAHONEN; VIRTANEN; LARMAS,
1998). Assim, € possivel sugerir que, mesmo sem outros fatores predisponentes, a
superficie interna das proteses removiveis, sobretudos as totais superiores, favorece
o desenvolvimento da estomatite protética (BUDTZ-JORGENSEN, 1974; MIMA et
al., 2012), sobretudo quando considerada a capacidade de aderéncia das células de
Candida spp. tanto a mucosa bucal quanto a resina acrilica (DAVENPORT, 1970;
BUDTZ-JORGENSEN, 1990). Além disso, o contato do biofilme protético com a
mucosa de suporte traumatiza os tecidos (ZOMORODIAN et al., 2011a), tornando-os
mais propensos as infecgdes por aumentar sua permeabilidade as toxinas
microbianas. Consequentemente, para o tratamento da estomatite protética, &
imprescindivel adotar métodos que reduzam ou, de preferéncia, eliminem os micro-
organismos dessas superficies (NEPPELENBROEK et al., 2008).

Os tratamentos da estomatite protética direcionados as proteses removiveis
envolvem principalmente métodos para controle de biofiime. A escovagdo das
préteses € o método mais utilizado pelos usuarios (COELHO; SOUSA; DARE, 2004),
embora seja considerada ineficiente para redugdo do biofilme protético quando
adotada de forma isolada (DILLS et al., 1988; CHAN et al., 1991; BARNABE et al.,
2004; YILMAZ et al., 2004). Isso tem sido atribuido a fatores como falta de destreza
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manual e acuidade visual dos usuarios das préteses removiveis, que sdo geralmente
idosos (HOAD-REDDICK; GRANT; GRIFFITHS, 1990), redugao da agado da escova
dental devido a protecdo dos micro-organismos quando inseridos em biofilme
(BAENA-MONROY et al., 2005) e presenga de porosidades e irregularidades na
resina acrilica contaminada em profundidade (CHAU et al., 1995). Neste contexto, a
escovagao das proteses reembasadas com materiais resilientes deve ser
cuidadosamente orientada uma vez que pode resultar degradagdo dos mesmos bem
como no rompimento da interface de sua unido a resina acrilica da base pelo efeito
abrasivo da agdo mecanica, cerdas da escova e particulas do dentifricio (NIKAWA et
al., 1992; HERMANN et al., 2008).

Para controle adequado do biofilme protético, tem sido sugerida a associagao
da escovacgao a outros métodos como a imersdo em solugdes quimicas a base de
hipoclorito de sddio, perboratos, enzimas e clorexidina (SPIECHOWICZ et al., 1990;
MOLINARI; RUNNELLS, 1991; LAL et al., 1992; CHAU et al., 1995; PAVARINA et
al., 2003; WEBB; THOMAS; WHITTLE, 2005). Apesar de efetivas, essas solug¢des
podem causar efeitos deletérios as propriedades das resinas acrilicas e dentes
artificiais para base das proteses (MOLINARI; RUNNELLS, 1991; CAMPANHA et al.,
2012; MACHADO et al.,, 2012). Os agentes de limpeza também podem causar
deterioragdo superficial e alteracdo na dureza e rugosidade dos reembasadores
resilientes (NIKAWA et al., 1994; TAN et al., 2000; YILMAZ et al., 2004; JIN et al.,
2005; MURATA et al., 2010; MACHADO et al., 2012), o que favorece ainda mais o
acumulo de biofilme (BOSCATO et al., 2009). J&a o método fisico de controle de
biofilme pela irradiacdo por micro-ondas, embora efetivo para o tratamento da
estomatite protética (BANTING; HILL, 2001; WEBB; THOMAS; WHITTLE, 2005;
NEPPELENBROEK et al., 2008), ainda ndo apresenta um protocolo seguro e
definido para sua utilizagdo, além de resultar em efeitos deletérios as propriedades
dos dentes artificiais (CAMPANHA et al., 2005; CAMPANHA et al.,, 2012) e dos
materiais reembasadores rigidos (PAVARINA et al., 2005; NOVAIS et al., 2009;
MACHADO et al., 2012) e resilientes para base de protese (DIXON; BREEDING,;
FALER, 1999; PAVAN et al., 2007; MACHADO et al., 2012).

Uma forma de contribuir com tratamento para estomatite protética é suprimir o
contato do biofilme protético da base acrilica com os tecidos infectados. Isso é

possivel com os procedimentos de reembasamento das proteses, sobretudo com
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materiais resilientes (HOLMBERG, 1980; MEDEIROS; PACHECO, 2000; MARIN
ZULUAGA; GOMEZ VELANDIA; RUEDA CLAUIJO, 2011). Esses reembasadores,
além de romperem o ciclo da reinfecgdo pelos micro-organismos presentes na base
acrilica (DAVENPORT, 1972), eliminam o trauma causado pelo biofilme protético
(ZOMORODIAN et al.,, 2011a). Uma vantagem adicional associada aos materiais
resilientes para base de protese € a sua capacidade de promover a recuperagao dos
tecidos injuriados, proporcionando maior conforto ao paciente quando comparados
aqueles rigidos (FARRELL, 1975; BROWN, 1988). Entretanto, s&o dificeis de serem
mantidos limpos, pois sdo mais macios € menos resistentes a escovagao que as
resinas acrilicas convencionais (MAKILA; HONKA, 1979). Outro problema desses
materiais refere-se a sua porosidade e incompatibilidade com solugdes de limpeza
para préteses, mesmo em curtos periodos de imersdo (NIKAWA et al., 1994). Assim,
os materiais resilientes, sobretudo os temporarios, sdo considerados facilmente
degradaveis e susceptiveis a colonizagdo microbiana (MAKILA; HOPSU-HAVU,
1977; BULAD et al., 2004; TAYLOR et al., 2008; PAVAN et al., 2010).

A incorporagdo de agentes antimicrobianos/antifungicos nos materiais
resilientes temporarios para base de protese tem sido sugerida para prolongar sua
longevidade clinica, prevenir o acumulo de biofilme protético (DOUGLAS; WALKER,
1973; SCHNEID, 1992; NIKAWA et al., 1997), inibir a colonizagédo por C. albicans
(QUINN, 1985; CARTER; KERR; SHEPHERD, 1986; GEERTS; STUHLINGER;
BASSON, 2008; AMIN et al., 2009; FALAH-TAFTI et al., 2010; RADNAI et al., 2010;
CHOPDE et al.,, 2012) e auxiliar no tratamento da estomatite protética (LAMB;
MARTIN, 1983; GEERTS; STUHLINGER; BASSON, 2008; SKUPIEN et al., 2013).
Esse protocolo foi preconizado para permitir a liberagdo gradual dos farmacos na
cavidade bucal, tratando de maneira simultdnea os tecidos paraprotéticos injuriados
e a infecgdo por Candida ao longo da vida util desses materiais temporarios,
(MATSUURA et al., 1997) que corresponde a um periodo semelhante de tratamento
com antifungico tépico convencional, ou seja, 14 dias (SCHNEID, 1992; TRUHLAR,;
SHAY; SOHNLE, 1994). Idealmente, apds esse periodo, para evitar a recorréncia da
estomatite protética, os materiais temporarios devem ser substituidos por
reembasadores de longa duragdo ou, se necessario, novas proteses podem ser
confeccionadas. Nos casos de perda de adaptacédo das bases protéticas com a area

de suporte, o uso de reembasadores resilientes contendo farmacos minimiza o
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trauma tecidual e previne o acumulo de biofilme até que o problema da prétese seja
solucionado. Em feridas cirurgicas, essa combinagdo pode auxiliar na recuperagao
tecidual e prevencdo de infeccdo devido a agdo antimicrobiana dos agentes
incorporados (MATSUURA et al.,, 1997). Outras vantagens da modificagdo dos
materiais resilientes de curta duragao por antifungicos é a redugao da frequéncia de
aplicacao (SCHNEID, 1992) e da necessidade de participagdo dos pacientes durante
o tratamento, o que é vantajoso, sobretudo aqueles idosos, institucionalizados e
portadores de deficiéncias fisicas e/ou mentais (TRUHLAR; SHAY; SOHNLE, 1994).

Apesar das vantagens terapéuticas apresentadas, tem sido demonstrado que
a incorporagdo de farmacos em concentragdes comercialmente disponiveis a
materiais poliméricos/plasticos, incluindo algumas marcas comerciais de
condicionadores de tecido e reembasadores resilientes, pode afetar suas
propriedades como morfologia de superficie (ADDY; HANDLEY, 1981; URBAN et al.,
2009), médulo de elasticidade e peso (ADDY; HANDLEY, 1981), resisténcia a tragéo
(SCHNEID, 1992; URBAN et al., 2009), dureza (URBAN et al., 2015), rugosidade
superficial (URBAN et al., 2015) e resisténcia da unido ao descolamento da resina
acrilica para base de protese (ALCANTARA et al., 2012). Dessa forma, previamente
a utilizacdo desse protocolo como meio alternativo terapéutico para estomatite
protética, seria necessario se obter uma matriz polimérica modificada pela adi¢ao de
antimicrobianos/antifungicos que mantivesse preservadas as propriedades dos
materiais resilientes e que, ao mesmo tempo, fosse eficaz na inibicdo dos micro-

organismos associados a essa patologia.

Na busca por concentragdes antifungicas compativeis com as propriedades
desses materiais, Bueno et al. (2015) determinaram as concentragbes minimas
inibitorias (CIMs) para biofiime de C. albicans de agentes antifungicos (nistatina,
miconazol, cetoconazol, itraconazol e clorexidina) incorporados em dois materiais
resilientes temporarios (Trusoft e Softone). Os autores observaram que os melhores
resultados, ou seja, as menores CIMs capazes de inibir 90% ou mais do biofilme de
C. albicans em até 14 dias de incubacdo, foram observados para nistatina e
clorexidina. Foi também demonstrado que as CIMs de ambos os farmacos nao
interferiram de forma deletéria em diversas propriedades dos materiais resilientes
temporarios ao longo de sua vida util como dureza Shore A (BUENO et al., 2017),

rugosidade superficial (BUENO et al.,, 2017), caracteristicas morfoldgicas
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(SANCHEZ-ALIAGA et al., 2013), resisténcia da unido ao descolamento da resina
acrilica para base de protese (SANCHEZ-ALIAGA et al., 2016), sorcdo de agua e
solubilidade (LIMA et al., 2016a), porosidade (LIMA et al., 2016b) resisténcia a
tracdo e porcentagem de alongamento (NEPPELENBROEK et al., 2017). Além
disso, a nistatina e a clorexidina incorporada em suas CIMs no Trusoft se mostrou
biocompativel com a mucosa palatina de ratos em um recente estudo in vivo
(HOTTA et al., 2016).

Apesar das vantagens da nistatina, eficaz na inibicdo de Candida spp. e
associada a rara detecgao de cepas fungicas resistentes (GEERTS; STUHLINGER,;
BASSON, 2008) bem como dos beneficios da clorexidina, antimicrobiano de largo
espectro de acédo e indicado em substituigdo a terapia antifungica convencional
quando esta falha (RYALAT; DARWISH; AMIN, 2011), esses farmacos podem
causar efeitos adversos como nausea, vémito, diarreia e dor estomacal ou, até
mesmo, certo de grau de toxicidade e interagdo com outros medicamentos (SALIM
et al., 2012b). Embora tais efeitos sejam minimizados com a liberagcdo direta do
farmaco no sitio da infecgdo (ADDY, 1981; GEERTS; STUHLINGER; BASSON,
2008; SALIM et al., 2012b), como ocorre quando da incorporagdo dos mesmos a
materiais resilientes temporarios, ha um interesse exponencialmente crescente em
agentes antimicrobianos derivados de plantas medicinais como alternativa as

substancias quimicas sintéticas.

Uma ampla variedade de extratos de plantas tem apresentado atividade
antifungica contra C. albicans, sugerindo seu potencial para o tratamento da
estomatite protética (OTA et al., 2001; CASAROTO; LARA, 2010; MANSOURIAN et
al., 2014; ALAVARCE et al., 2015; DA SILVA et al., 2017; JABEUR et al., 2017).
Alguns produtos naturais como prépolis utilizado na forma de gel (SANTOS et al.,
2008), enxaguatorio bucal (CAPISTRANO et al., 2013) ou mucoadesivo (PINA et al.,
2017), Punica granatum na forma de gel (VASCONCELOS et al., 2003) e Ricinus
communis na forma de enxaguatoério bucal (PINELLI et al., 2013) tem mostrado a
mesma eficacia que antifungicos convencionais no tratamento de pacientes com

estomatite protética.

O género Equisetum, pertencente a familia Equisetaceae, € constituido na

atualidade por 15 espécies conhecidas vulgarmente como “cavalinhas”. Equisetum
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arvense é uma pteridofita bem conhecida e divulgada, distribuida no hemisfério
norte, sendo seus caules estéreis utilizados como medicamentos em diversos paises
pelos efeitos diurético, antioxidante, relaxante vascular e anti-inflamatorio (FARINON
et al., 2013; CARNEIRO et al., 2014). O dleo essencial de Equisetum arvense exibe
atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes e
micobactérias (RADULOVIC; STOJANOVIC; PALIC, 2006). A espécie giganteum é
nativa do cerrado da América do Sul e Central e sua composicdo inclui
principalmente flavonoides e flavonas glicosilados, derivados das estirilpironas e do
acido hidroxicinamico (FRANCESCATO et al., 2013), metais, silica (OVALLES et al.,
1996) e alguns compostos apolares na sua oleoresina, como alcanos, acidos graxos,

ésteres metilicos, triterpenos e esteroides (MICHIELIN et al., 2005).

O fitoterapico Equisetum giganteum tem sido amplamente utilizado para fins
diuréticos, como hemostatico, em condi¢des inflamatérias e até em desordens
reumaticas (PEREZ GUTIERREZ; LAGUNA; WALKOWSKI, 1985; CACERES;
GIRON; MARTINEZ, 1987; FARINON et al., 2013). Seu extrato alcodlico em
concentragdes de 16 mg/mL demonstrou ser efetivo contra quatro espécies de
bactérias: Bacillus cereus, Enterococcus faecali, Staphylococcus epidermidis e
Staphylococcus aureus (KLOUCEK et al., 2005). J& o extrato aquoso da mesma
espécie mostrou um potencial anti-inflamatorio interessante em modelo agudo de
inflamacéao de artrite induzida por antigenos, bem como efeito imunomodulador em
linfocitos B e T (FARINON et al., 2013). Sua atividade bactericida/fungicida também
foi comprovada em estudo prévio contra C. albicans (SC 5314), Escherichia coli
(O:124) e S. aureus (ATCC 6538) (ALAVARCE et al., 2015). Recentemente, foi
demonstrado que o extrato hidroetandlico de E. giganteum afetou o biofiime de C.
albicans formado em resina acrilica para base protética por meio da redugdo da
biomassa e do numero de células vivas (DA SILVA et al.,, 2017). Além disso, o
fitoterapico demonstrou propriedades antiaderentes para C. albicans sobre a
superficie de resina acrilica termopolimerizavel para base de prétese e anti-
inflamatéria sobre mondcitos humanos ativados por esse fungo, nao
comprometendo a viabilidade dos mondcitos e de células epiteliais do palato
humano (FARINON et al., 2013; ALAVARCE et al., 2015).

Como descrito previamente, o efeito diluente da saliva, a agdo de limpeza da

musculatura e colonizagdo microbiana em biofilmes complexos tendem a reduzir a
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viabilidade dos agentes antimicrobianos tépicos (solugdes, géis, enxaguatorios, por
exemplo) a uma concentragdo menor do que a terapéutica (BANTING; HILL, 2001).
Dessa forma, as células microbianas na cavidade bucal sdo expostas a uma limitada
acao do agente antimicrobiano durante o tratamento e, ainda, a concentragdo do
farmaco pode variar-nos diversos sitios bucais. Tendo em vista as consideragbes
anteriores, € possivel supor que a liberagdo de agentes antimicrobianos associados
aos materiais resilientes apds o reembasamento temporario das superficies acrilicas
contaminadas seja uniforme e gradual aos sitios infectados, mantendo-se em uma

concentracgao efetiva, embora menor que a inicial.

Considerando o potencial do método de modificagdo dos materiais resilientes
temporarios por farmacos alopaticos no tratamento da estomatite protética e a
atividade antifungica do fitoterapico E. giganteum, seria pertinente avaliar a
efetividade desse protocolo sobre a inibicao do biofilme de C. albicans ao longo da

vida util desses produtos para base de protese.
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2 ARTIGO

O artigo do presente estudo foi redigido de acordo com as diretrizes para a

submissao de trabalhos do peridédico “Phytotherapy Research” (Qualis A2, Fator de

impacto: 3,092), disponiveis no Apéndice A. Como o texto para o artigo teve que
ser muito resumido para seguir tais normas, os detalhes de obtengdo do extrato do
fitoterapico e as ilustragcdes relacionadas aos procedimentos realizados durante a
metodologia desta investigagao estao descritos no Apéndice B. Da mesma forma, o
Apéndice C exibe as tabelas com os dados originais de UFC/mL e as porcentagens
de inibicdo de biofilme de C. albicans para as diferentes condigbes experimentais

bem como o sumario da analise de variancia.
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Efeito da modificagao da superficie de materiais resilientes temporarios para
base de protese por Equisetum giganteum na inibigao do biofilme de

Candida albicans

RESUMO

Avaliou-se efetividade a longo prazo da modificagdo superficial de materiais
resilientes temporarios (Coe-Comfort e Coe-Soft) para base de prétese por
Equisetum giganteum (EG) sobre o biofilme de Candida albicans. Na superficie dos
corpos de prova foi aplicado um primer para material reembasador (Rite-Line)
misturado ou nao (controle) as concentragdes inibitérias minimas (CIMs) de extrato
hidroetandlico de EG (0,100 g/mL) ou nistatina pura- Nis (0,016 g/mL). O biofilme de
C. albicans (SC 5314 ou ATCC 90028) foi formado sobre as amostras por 24 h, 7 ou
14 dias e, entdo, procedeu-se a contagem das unidades formadoras de colbénias
(UFC/mL). As porcentagens de inibigdo fungica obtidas com os farmacos em relagao
ao controle foram obtidas, sendo os dados analisados por ANOVA 4 fatores e teste
de Tukey (0=0,05). A inibicdo do biofilme fungico n&o foi alterada em fungdo do
material resiliente temporario ou cepa de C. albicans (P>0,05). A liberagcédo do EG da
superficie dos materiais foi gradativa, o que permitiu que as elevadas porcentagens
de inibicdo fungica iniciais (préximas a 90%) fossem ainda progressivamente
aumentadas com o tempo, resultando, aos 14 dias, em niveis de eficacia
estatisticamente semelhantes aos obtidos com a Nis (P>0,05). Portanto, o EG em
um sistema de liberacdo controlada aplicado a base de prétese pode ser uma
alternativa futura aos farmacos alopaticos utilizados sob o mesmo protocolo para o

tratamento de estomatite protética.
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INTRODUGAO

O tratamento da estomatite protética, condicdo que afeta em média 70% dos
usuarios de proétese totais, continua sendo desafiador devido aos elevados indices
de recorréncia observados em até duas semanas apos sua suspensao (Gendreau
and Loewy, 2011). O constante fluxo salivar, a agdo de limpeza da musculatura
associada e a colonizacado das bases protéticas por biofiimes complexos acabam por
tornar a concentracdo dos agentes antifungicos inferior aquela considerada como
terapéutica (Santos et al., 2008; Mima et al., 2012). A falha da terapia convencional
também tem sido atribuida a falta de adesédo ao tratamento (Truhlar et al., 1994;
Radnai et al., 2010), posologia rigorosa da medicagao (Truhlar et al., 1994) e a
resisténcia microbiana apresentada pelos biofilmes fungicos, sobretudo de Candida
albicans a agentes antifungicos e antimicrobianos (Chandra et al., 2001).

A incorporacao de farmacos em materiais resilientes temporarios para bases
de préteses tem sido sugerida com uma terapia em potencial para a estomatite
protética, uma vez que os agentes antimicrobianos/antifungicos sao liberados
uniforme e gradualmente a partir da matriz polimérica modificada para os sitios
infectados, se mantendo em concentracao efetiva por um periodo semelhante ao do
tratamento convencional com medicacéao topica (Truhlar et al., 1994; Matsuura et al.,
1997; Radnai et al., 2010; Salim et al., 2012, Bueno et al., 2015). Uma grande
vantagem deste protocolo é que o reembasamento das proteses suprime o contato
do biofilme protético com os tecidos injuriados, evitando a reinfecgdo da mucosa via
base acrilica ao mesmo tempo em que ocorre o efeito terapéutico dos farmacos e a
prevencdo de aderéncia microbiana por essa agado (Matsuura et al., 1997). Para
aderir ao tratamento, o paciente apenas necessita utilizar a proétese reembasada, o

que ainda vai lhe causar conforto pelo efeito de amortecimento promovido pelo
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material resiliente, com consequente reducao de trauma e recuperagao da mucosa
injuriada (Truhlar et al., 1994; Matsuura et al., 1997).

Apesar dos beneficios da modificagcdo de materiais resilientes de curta
duragao por farmacos sintéticos, estes podem estar associados a efeitos adversos
de toxicidade e interagdo com outros medicamentos (Salim et al., 2012). Embora tais
efeitos sejam minimizados com a liberacao direta do farmaco no sitio da infecgéo
(Salim et al., 2012), como ocorre quando da incorporagdo dos mesmos a matriz
polimérica, ha um interesse exponencialmente crescente em agentes
antimicrobianos derivados de plantas medicinais como alternativa as substancias
quimicas sintéticas (Santos et al, 2008), o que também é relevante para a
problematica da resisténcia microbiana aos farmacos convencionais (Rogers, 2002).
Diferentemente destes, o produto fitoterapico (fitocomplexo ou extrato bruto) possui
a vantagem adicional de ter varios principios ativos, resultando em uma acgéao
terapéutica menos intensa, que pode reduzir ou até mesmo eliminar seus efeitos
colaterais indesejaveis (Santos et al., 2008).

Uma ampla variedade de extratos de plantas tem apresentado atividade
antifungica contra C. albicans, sugerindo seu potencial para o tratamento da
estomatite protética (Ota et al.,, 2001; Santos et al., 2008; Casaroto and Lara, 2010;
Mansourian et al., 2014; Alavarce et al., 2015; Da Silva et al., 2017; Jabeur et al.,
2017). O género Equisetum, pertencente a familia Equisetaceae & constituido na
atualidade por 15 espécies conhecidas vulgarmente como “cavalinhas”. O extrato
alcodlico de Equisetum giganteum tem demostrado efeito antimicrobiano contra
varios patdégenos bucais como Staphylococcus aureus e C. albicans (Kloucek et al.,
2005; Alavarce et al., 2015). O extrato hidroetandlico de E. giganteum exibiu

propriedades antiaderente para C. albicans sobre a superficie acrilica de resina para
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base de protese e anti-inflamatéria sobre mondcitos humanos ativados por este
fungo, ndo comprometendo a viabilidade dos mondcitos nem de células epiteliais do
palato humano (Alavarce et al., 2015). Seu extrato aquoso mostrou potencial anti-
inflamatério em um modelo agudo de inflamagao de artrite induzida por antigenos,
bem como efeito imunomodulador em linfécitos B e T (Farinon et al.,, 2013).
Recentemente, foi demonstrado que o extrato hidroetandlico do E. giganteum afetou
o biofilme de C. albicans em resina acrilica para base de protese por meio da
reducao da biomassa e do numero de células vivas (Da Silva et al., 2017).

Os resultados promissores obtidos com a modificacdo dos materiais
resilientes temporarios por farmacos alopaticos no tratamento da estomatite
protética sugerem o potencial deste método para os fitoterapicos com atividade
antifungica, tais como o E. giganteum. Assim, o objetivo do presente estudo foi
avaliar a efetividade da modificacdo superficial de condicionador tecidual e
reembasador macio temporario por E. giganteum sobre o biofilme de C. albicans ao
longo da vida util desses materiais. A hipdtese alternativa testada foi que a aplicagao
superficial do fitoterapico iria reduzir o biofilme fungico formado sobre os materiais

resilientes temporarios em até 14 dias de avaliagao.

MATERIAIS E METODOS

Obtencao do fitoterapico e preparo do extrato

As partes aéreas do E. giganteum foram coletadas em junho de 2016 no
Jardim Botanico Municipal de Bauru, SP, Brasil (22°20'30"S e 49°00'30"W). Os
espécimes frescos (aproximadamente 5 kg) foram preparados, identificados e
depositados na Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquista Filho” (Bauru,

SP, Brasil) sob o numero 5795. As plantas foram secas a 45°C por 48 h e a matéria-
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prima em po foi extraida (1,468 kg) com solvente orgéanico etanol a 70% - EtOH/H20
(7:3 viv) em evaporador Rotativo (Heidolph rotavac, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA), sendo o extrato mantido congelado até o momento da
liofilizacao (FreeZone® 2.5 Liter Feeze Dry Systems, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA), para obtencdo do extrato hidroetandlico em pé (EtOH 70%),
com um rendimento de amostra de 8,24% (Alavarce et al., 2015).

Confecc¢ao dos corpos de prova

Para este estudo foram selecionados o condicionador tecidual Coe-Comfort-
CC (GC Europe, Leuven, Belgium) e o reembasador resiliente temporario Coe-Soft-
CS (GC America Inc, Chicago, IL, USA). A nistatina- Nis (Nystatin, CAS Number:
1400-61-9, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) foi testada em sua forma pura
para efeito comparativo com o E. giganteum- EG por ser considerada como
antifungico de escolha para o tratamento convencional da estomatite protética. Os
antimicrobianos na forma de pé foram aplicados sobre a superficie dos materiais
resilientes por meio da mistura a um primer que faz parte do kit do condicionador
tecidual Rite-Line (Rite-Dent Mfg Corp, Hialeah, FL, USA), indicado pelo fabricante
para melhorar a unido deste com a resina acrilica para a base de protese.

Ambos os farmacos foram misturados ao primer em suas concentragdes
inibitérias minimas (CIMs), determinadas como sendo as dosagens capazes de inibir
90% ou mais do biofiime de C. albicans (Bueno et al., 2015) formado sobre os
corpos de prova dos materiais resilientes temporarios em até 14 dias de incubacéo a
37°C. Para isso, Nis e EG foram testados em concentracdes entre 0,016 a 0,358
g/mL (grama po6 de antimicrobiano para mililitro de primer) (Chandra et al., 2001) e
contra o biofilme de duas cepas de C. albicans (SC 5314 e ATCC 90028). As CIMs

de cada farmaco foram determinadas para cada material resiliente temporario e
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cepa de Candida utilizando-se as mesmas metodologias para formacao de biofilme
e contagem de colbnias viaveis descritas a seguir. As CIMs para ambos os materiais
resilientes temporarios e para as duas cepas de Candida em 14 dias de incubagao
foram, respectivamente, de 0,100 e 0,016 g/mL para EG e Nis.

Os corpos de prova de cada material foram individual e assepticamente
confeccionados em camara de fluxo laminar a partir de uma matriz circular (10 mm x
1 mm), segundo as instru¢gdes do fabricante. Apds a plastificacdo do material e
remogao dos excessos, o farmaco em sua CIM (nistatina/fitoterapico) foi
assepticamente misturado a 1 mL do primer e aplicado com microbrush estéril sobre
a superficie de cada amostra. Aguardou-se um tempo de 2 min para a secagem
completa do primer para o inicio da adesao celular e formagao do biofilme. Como
controle, para cada material, foram confeccionados corpos de prova apenas com
aplicagao do primer, isto €, sem a adigao de farmaco.

Reativagao das cepas e preparo do inéculo

Previamente a confec¢do do indculo, uma algada de cada cepa de C. albicans
SC5314 e ATCC 90028 foi descongelada (-70°C) e semeada em placa de Petri
contendo meio de cultura YEPD Agar (Clontech laboratories Inc, Mountain View, CA,
EUA) para incubagdo a 37°C por 48 h. Entdo, uma colénia de cada cepa foi
removida das placas, ressuspendida em 50 mL de meio de cultura YEPD e mantida
overnight (aproximadamente 16 h) em incubadora (Shaker- Mod. 430/RDBP, Nova
Etica, Vargem Grande Paulista, SP, Brazil) a 30°C, sob agitagdo de 180 rpm,
resultando em uma pré-cultura (Matsuura et al., 1997). Para purificacdo das células,
5 mL da pré-cultura foram retirados e colocados em tubos Falcon de 15 mL
submetidos entdo a centrifugacdo (Centrifuga mod. 5804 R, Eppendorf do Brasil

Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil) a 4000 rpm por 5 min, sendo desprezado o
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sobrenadante resultante do processo. A purificagdo das células foi realizada por
meio de lavagem do pellet com 5 mL de PBS (Phosphate Buffer Solution; Sigma-
Aldrich Inc., St. Louis, MO, EUA) e homogeneizagdo em voértex (Agitador de Tubos
Tipo Vortex Mod. QL-901 Biomixer, Curitiba, PR, Brasil), seguida de nova
centrifugacdo nas mesmas condi¢gdes descritas anteriormente, com descarte do
sobrenadante. Esse procedimento foi repetido por duas vezes.

O pellet final, obtido apds o processo de purificacdo das células, foi
ressuspendido em 1 mL de PBS e diluido a uma concentragdo de 1:10000. Uma
aliquota da diluicdo foi colocada em camera de Neubauer para contagem das
leveduras em microscoépio oOptico. Conhecida a concentracao final da suspenséo,
esta foi diluida em PBS para obtengéo do indculo em uma concentracdo de 1 x 107
células/mL (Chandra et al., 2001; Bueno et al., 2015).

Adesao celular e formagao do biofilme

Para a adesao celular, cada corpo de prova foi colocado individualmente em
um poco de uma placa de cultura de 24 pocgos, sendo imerso em 2 mL de inéculo.
As placas de cultura foram colocadas em incubadora sob agitagao de 75 rpm por 90
min a 37°C. Em seguida, os corpos de prova foram transferidos para outros pogos
contendo 2 mL de PBS para remoc¢ao das células ndo aderidas. Finalmente, foram
imersos em 2 mL de meio de cultura RPMI-1640 (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO,
EUA), onde permaneceram para formagao do biofilme por 24 h, 7 ou 14 dias (Bueno
et al., 2015).

Contagem do numero de coldnias viaveis (UFC/mL)

Apos a incubacao por um dos periodos, o biofilme de cada corpo de prova foi
assepticamente raspado dentro de cada pog¢o de cultura onde 0 mesmo se

localizava ap6s uma primeira lavagem com 1 mL de PBS para a remogao das
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células ndo aderidas. Entdo, essa suspensao foi homogeneizada por meio de varias
pipetagens para, em seguida, serem realizadas as diluigdes seriadas em PBS entre
107 a 10* em placas de Petri contendo Agar Sabouraud Dextrose (Difco
Laboratories Inc., Detroit, MI, USA). As placas foram incubadas a 37°C por 48 h para
a quantificagdo das colbnias viaveis (Phoenix Industria e Comércio de Equipamentos
Cientificos Ltda, Araraquara, SP, Brazil) e o célculo das unidades formadoras de
colénias por mililitro (UFC/mL).

Para essa avaliagdo, foram produzidas amostras independentes para cada
experimento, variando-se: material resiliente temporario (CC e CS), cepa de Candida
(ATCC e SC), tratamento (Nis, EG e controle-apenas primer sem farmaco) e o
periodo de incubagado (24 h, 7 e 14 dias). Para se ter um parametro da inibi¢ao
fungica obtida com o método proposto neste estudo, as cepas de Candida foram
semeadas diretamente em &agar nos periodos de 24 h, 7 e 14 dias. E importante
enfatizar os experimentos foram realizados em trés ocasides distintas com trés
réplicas para cada condigao experimental.

As porcentagens de inibigdo do biofilme fungico pelos farmacos aplicados a
superficie dos materiais resilientes (tratamento) em relagdo aquelas obtidas com a
aplicacdo do primer apenas (controle) foram calculadas com base na seguinte
férmula: % inibigdo = valores UFC/mL tratamento/valores UFC/mL controle. Esses
dados foram estatisticamente avaliados por meio de analise de variancia para quatro
fatores de variagao (“material’, “cepa”, “tratamento” e “periodo”), seguida pelo teste

de Tukey (a=0,05).
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RESULTADOS

Nas Tabelas 1 e 2 estdo apresentados as médias e os desvios-padrdo dos
valores de UFC/mL para os materiais CC e CS, respectivamente. Esses resultados
evidenciam o elevado crescimento fungico apresentado pelo controle (primer sem
farmaco) em relagdo aos tratamentos com EG e Nis para os dois materiais
resilientes temporarios testados e ambas as cepas de C. albicans em todos os
periodos de avaliagado. Exceto por uma minima inibicdo fungica em 24 h para a cepa
ATCC em ambos os materiais, o primer sem farmaco nao foi eficiente em reduzir os
valores de UFC/mL em comparacdo aos demais tratamentos. Por essa razdo, a
andlise estatistica dos resultados n&o foi realizada com base nos valores de
UFC/mL, mas a partir das porcentagens de inibicdo do biofilme fungico pelos
farmacos em comparacao ao controle.

A Tabela 3 apresenta as médias e os desvios-padrao das porcentagens de
inibicdo do biofilme de C. albicans SC e ATCC referentes ao tratamento superficial
com os farmacos (EG e Nis) em relagdo ao controle (primer sem farmaco) para
ambos os materiais resilientes (CC e CS) nos diferentes periodos de incubagao (24
h, 7 e 14 dias). Os resultados da ANOVA demonstraram que houve diferenca
estatisticamente significante entre os tratamentos (P=0,0000), entre os periodos
(P=0,0131) e na interagdo “tratamento” x “periodo” (P=0,0015). Uma vez que os
resultados da ANOVA demonstraram significancia para estes fatores e interagao, foi
realizado o teste post-hoc Tukey. Na Tabela 4 estdo expostas as porcentagens de
inibicdo do biofilme fungico pelos farmacos em relagdo ao controle e a significancia
estatistica de cada condicdo experimental. Para ambos os materiais resilientes
temporarios e independentemente da cepa de C. albicans, as mais altas

porcentagens de inibigdo fungica (préximas a 100%) em relagdo ao controle foram
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obtidas com Nis em todos os periodos de avaliagdo e EG aos 14 dias de incubacéo,
nao sendo observadas diferengas estatisticamente significantes entre essas
condigdes experimentais (P>0,05). Tais porcentagens foram significativamente
superiores aquela obtida com EG aos 7 dias de avaliagao (P<0,05), que por sua vez
nao se diferiu estatisticamente da inibicdo percentual média observada com o
mesmo fitoterapico aos 14 dias (P>0,05) (Tabela 4). A porcentagem média de
inibicdo do biofilme de C. albicans obtida com EG em 24 h de incubacao foi
significativamente inferior a todas as demais obtidas em relagao ao controle (P<0,05)

(Tabela 4).

DISCUSSAO

A hipotese alternativa testada no presente estudo foi aceita uma vez que os
resultados demonstraram que, em relagado a aplicacdo do primer apenas (controle),
a modificagcado superficial de ambos os materiais resilientes temporarios pelo EG
resultou em uma significativa e progressiva inibicdo percentual do biofilme fungico
para as duas cepas de C. albicans ao longo dos 14 dias de avaliagdo (Tabela 4). A
efetividade do tratamento proposto pela modificagdo superficial dos materiais
resilientes de curta duracdo com EG apresentou-se de maneira semelhante para o
condicionador tecidual CC e o reembasador resiliente temporario CS e também para
ambas as cepas de C. albicans (ATCC e SC). Isso porque as porcentagens de
inibicdo do biofilme fungico obtidas com EG em relagdo ao controle para 0 mesmo
periodo de avaliagdo se apresentaram estatisticamente semelhante entre materiais e
entre cepas, sendo o mesmo comportamento observado com a Nis. Dessa forma, os

resultados ser&o discutidos a partir dos fatores que influenciaram na inibigao fungica,
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ou seja, o tratamento superficial com os diferentes farmacos (EG e Nis) e nos trés
periodos de incubagao avaliados (24 h, 7 e 14 dias).

Em 24 h, a aplicagao superficial de EG nos materiais resilientes temporarios
resultou em uma inibigdo percentual média de 85,90%, a qual foi progressivamente
aumentada aos 7 dias (93,85%) e 14 dias de incubacéo (97,03%). Neste ultimo
periodo, o EG se mostrou tdo efetivo quanto a Nis na inibigao do biofilme fungico em
relagdo ao controle. Tais resultados podem ser atribuidos a agado antimicrobiana de
alguns de seus compostos.

A composigao do EG inclui principalmente flavonoides e flavonas glicosilados
da apigenina, quercetina e do campferol, derivados das estirilpironas e do acido
hidroxicinamico (Francescato et al., 2013) e compostos fendlicos derivados do acido
cafeico e acido ferulico (Alavarce et al., 2015). Os flavonoides sé&o produzidos por
meio do metabolismo secundario das plantas, sendo reconhecidos por sua eficacia
medicinal como agentes antivirais, antibacterianos, anti-inflamatorios, anticancer e
hepatoprotetores (Kumar and Pandey, 2013). Foi demonstrado que os derivados de
campferol foram os flavonoides mais abundantemente encontrados no EG, sendo
seus niveis pelo menos 10 vezes mais elevados que aqueles observados para
quercetina (Francescato et al.,, 2013). Tem sido relatada uma possivel associagéo
entre o consumo de alimentos contendo campferol e a reducdo do risco do
desenvolvimento de varias desordens, incluindo cancer e doengas cardiovasculares
(Calderén-Montano et al., 2008). Ainda, o campferol, seus glicosideos ou as plantas
que o contém possuem atividades antibacterianas, antivirais, antifungicas e
antiprotozoarias (Calderén-Montafio et al., 2008 ; Brunskole et al., 2009).

Os flavonoides com ag¢ao antimicrobiana podem apresentar multiplos alvos

celulares e ndo apenas um site especifico de agdo. Uma de suas a¢des moleculares
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€ formar complexos com proteinas tanto por meio de forgas inespecificas, como
ligacbes de hidrogénio e efeitos hidrofébicos, quanto por ligagdes covalentes
(Cowan, 1999). Assim, seu modo de agao antimicrobiana pode estar relacionado a
sua capacidade de inativar as adesinas microbianas, enzimas, proteinas de
transporte de envelope celular, entre outras (Cowan, 1999; Calderén-Montafo et al.,
2008; Kumar and Pandey, 2013). A inativagao de adesinas pelos flavonoides impede
ou minimiza a adesdo das células fungicas sobre o substrato para inducéo da
formacdo do biofilme. Além disso, a permeabilidade da membrana das células
fungicas pode se tornar alterada pela inativagao de certas proteinas carreadoras por
estes compostos (Cowan, 1999; Calderén-Montano et al., 2008; Kumar and Pandey,
2013). Tem sido demonstrado que alguns flavonoides, como a apigenina e
campferol presentes no EG sdo capazes de interferir com enzimas vitais para o
crescimento e viruléncia de certos fungos, incluindo C. albicans (Yordanov et al.,
2008). O campferol também pode atuar na inibigdo da melanina, que €& um
conhecido alvo de farmacos antifungicos por ser considerado um importante fator de
viruléncia em fungos patogénicos (Brunskole et al., 2009). Outros beneficios
associados aos flavonoides presentes no EG foram demonstrados em modelos
animais experimentais in vivo, como o aumento da sobrevivéncia de ratos com
infecgao sistémica de C. albicans apds a administracdo de campferol e a supresséo
de sintomas e eliminagao rapida deste fungo no local de inoculagdo em animais com
infeccdo cuténea tratados com apigenina e campferol (Yordanov et al., 2008). A
atividade antifungica dos flavonoides presentes no EG pode explicar, ao menos em
parte, a acdo inibitéria deste fitoterapico sobre o biofilme de C. albicans formado
sobre os materiais resilientes temporarios observados neste estudo. Outros

componentes podem ter contribuido com os resultados favoraveis obtidos com o EG,
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entretanto, na literatura disponivel, apenas foram encontrados estudos sobre a agéao
antifungica dos flavonoides glicosados presentes neste fitoterapico.

Apesar da menor eficacia da Nis em suspenséo oral para o tratamento de
candidose bucal ou orofaringea em bebés e individuos com HIV/AIDS, este farmaco
€ ainda considerado o agente de primeira escolha para o tratamento tépico de casos
nao complicados, incluindo a estomatite protética bem como em pacientes com
funcado imunoldgica normal (Lyu et al., 2016). Por isso, a Nis foi selecionada neste
estudo para efeito comparativo com o EG na analise da efetividade do tratamento
em associacdo aos materiais resilientes temporarios. Os resultados demonstraram
que, durante todo o periodo de avaliagédo, a Nis resultou em porcentagens médias
de inibicdo do biofilme fungico préximas ou iguais a 100%. Tais achados eram
esperados, visto que os compostos da classe dos polienos, como a nistatina,
possuem 0 mais largo espectro de agao entre os antifungicos disponiveis, sendo
considerados fungicidas. O efeito inibitdrio da nistatina é resultado da interacédo de
seus polienos com o ergosterol, o que leva ao aumento da permeabilidade da
membrana e consequente perda de potassio e de outros componentes
citoplasmaticos, resultando na morte celular (Rogers, 2002).

As porcentagens iniciais proximas a 90% de inibigdo do biofilme fungico
obtidas com o EG foram progressivamente aumentadas com o tempo, sugerindo que
a aplicacao do fitoterapico nos materiais macios por meio do primer testado permitiu
sua liberacdo gradual e sempre dentro da CIM desejada. Esse resultado reforga
positivamente a terapia com sistema de liberagdo gradual de farmacos em
comparagdo a terapia convencional com antifungicos para o tratamento da
estomatite protética. Isso porque ha a possibilidade de manter uma concentragao

terapéutica do farmaco na mucosa infectada e superficie interna da protese pelo




Artigo 39

periodo correspondente a vida util de um material resiliente temporario para prétese
(Schneid, 1992; Truhlar et al., 1994; Matsuura et al., 1997), o qual &€ também
equivalente ao tempo médio utilizado para o tratamento convencional para
estomatite protética com nistatina toépica (Lombardi and Budtz-Jorgensen,1993;
Mima et al., 2012), ou seja, 14 dias. Com o revestimento da superficie interna da
protese pelo material alterado superficialmente pelo farmaco, o trauma resultante do
biofiime e eventual falta de adaptacdo da area basal é eliminado e a aderéncia
microbiana passa a ser prevenida, com o restabelecimento do conforto ao paciente
(Matsuura et al., 1997). Nao ha informagdo no MSDS (Material Safety Data Sheet)
para o condicionador tecidual Rite-Line, do qual se utilizou o primer para a mistura
com os farmacos desta investigagdo, assim como nao foram encontrados estudos
prévios que tenham utilizado este material. Na sua bula, ndo sdo descritas
informacdes sobre a composi¢cao quimica dos produtos do seu kit e o fabricante
apenas informa acerca do po e liquido do material. Pelo MSDS, é possivel saber que
a maioria dos primers que acompanham os kits de pd e liquido dos materiais
reembasadores para base de prétese é constituida exclusivamente por monémeros
e/ou solventes. Como também ndo foram encontrados achados disponiveis sobre a
aplicacéo de farmacos misturados a primers sobre materiais resilientes temporarios,
apenas comparacgdes indiretas com tais produtos em polimeros de modo geral seréo
possiveis de serem estabelecidas para explicar os resultados deste estudo. Os
primers contém solventes que podem dissolver a superficie dos polimeros ja que se
destinam a promover a penetragdo e a difusdo do material reembasador para o
interior da resina acrilica de base de protese, favorecendo a unido nesta interface
(Arima et al., 1996). E possivel que a alteracéo superficial dos materiais resilientes

temporarios resultante do tratamento com primer associado aos farmacos tenha
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levado a penetrabilidade desses agentes antimicrobianos para os poros e canaletas
criados pela dissolucéo causada pela agado do (s) solvente (s) de sua composigéo
(Arima et al., 1996). Esse efeito permitiu que ambos os farmacos, EG e Nis, fossem
mantidos nas superficies dos materiais durante os 14 dias de avaliacdo, sendo
liberados gradualmente em concentragdes inibitérias desejaveis para o biofiime de
C. albicans ao longo de todo esse periodo.

Com base no potencial de liberagao lenta e gradual do EG verificado com
os resultados obtidos neste estudo, sugere-se o tratamento superficial dos materiais
resilientes temporarios para base de protese com esse fitoterapico para futuras
investigacbes como uma alternativa ao tratamento convencional para a estomatite
protética. Uma grande vantagem desse protocolo € que praticamente ndo ha a
necessidade de participagdo do paciente (Truhlar et al., 1994), que ainda € mais
beneficiado se for utilizado um farmaco fitoterapico, como o EG, em detrimento de
um alopatico, como a nistatina. A frequente recidiva de estomatite protética tem
levado ao uso n&o controlado de medicamentos antifungicos sintéticos
convencionais, o que aumenta as chances de resisténcia antimicrobiana dos fungos
(Rogers, 2002). Ainda, mesmo que a liberagdo desses farmacos ocorra diretamente
para o local da infeccdo, € possivel que durante o tratamento, surjam efeitos
secundarios sistémicos (colaterais) e de toxicidade ou, ainda, interagdes farmaco-
farmaco. Tais efeitos podem se comportar de forma diferente entre os individuos,
dependendo do estado da doenga, idade, sexo, peso, entre outros fatores (Lombardi
and Budtz-Jorgensen,1993; Rogers, 2002; Casalinuovo et al., 2011).

As limitacbes do presente estudo incluem que apenas uma marca
comercial de cada tipo de material (condicionador de tecido e reembasador resiliente

temporario) foi avaliada, ndo podendo, dessa forma, estender os resultados a outras
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marcas. O extrato hidroetandlico do EG foi testado na sua forma bruta, sendo
necessarias pesquisas futuras para conhecer qual ou quais componentes
apresentaram a agao antifungica observada. Métodos adicionais para avaliagao do
biofilme apds o tratamento proposto, tais como ensaio de biomassa total por meio da
coloragdo com cristal violeta ou analise da atividade metabdlica do biofiime pelo
ensaio de reducio de sais de tetrazolio- XTT, ndo puderam ser utilizados uma vez
que as suspensdes contendo amostras modificadas pelo fitoterapico apesentam
alteracbes de cor resultantes de seus componenentes, as quais interferem com as
metodologias. Ainda, fatores clinicos como o ambiente bucal e a conformagao da
base da prétese ndo foram considerados nos métodos desta investigacéo. Por isso,
uma avaliacao final do tratamento para estomatite protética com materiais resilientes
temporarios modificados superficialmente por EG somente poderia ser determinada

por meio de estudos clinicos em pacientes.
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TABELAS

Tabela 1- Médias e desvios-padrao dos valores de UFC/mL obtidos para o

condicionador tecidual CC nas diferentes condi¢cdes experimentais.

Tratamento Cepa Periodo UFC/mL
Ct SC 24 h 1405689+1554485
EG SC 24 h 28356132810
Nis SC 24 h 0
Ct ATCC 24 h 779111129317
EG ATCC 24 h 11978+14890
Nis ATCC 24 h 0
Ct SC 7d 8715556+11995123
EG SC 7d 129689+124458
Nis SC 7d 0
Ct ATCC 7d 3035556+3086451
EG ATCC 7d 89733112837
Nis ATCC 7d 0
Ct SC 14d 7822222+2669165
EG SC 14 d 382222+492386
Nis SC 14 d 0
Ct ATCC 14d 10311111+8887694
EG ATCC 14d 137812192
Nis ATCC 14d 0

Ct= controle (primer sem farmaco); EG= E. giganteum; Nis= nistatina
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Tabela 2- Médias e desvios-padrao dos valores de UFC/mL obtidos para o

reembasador resiliente temporario CS nas diferentes condigbes experimentais.

Tratamento Cepa Periodo UFC/mL
Ct SC 24 h 1265644+1854560
EG SC 24 h 178689+317835
Nis SC 24 h 0
Ct ATCC 24 h 30133137352
EG ATCC 24 h 13333+21045
Nis ATCC 24 h 0
Ct SC 7d 9955556+7925741
EG SC 7d 485911+551529
Nis SC 7d 40711+48763
Ct ATCC 7d 2666667+2161296
EG ATCC 7d 162667+248630
Nis ATCC 7d 1511£2567
Ct SC 14d 13600000+13495184
EG SC 14 d 6252441938229
Nis SC 14d 1331283
Ct ATCC 14 d 4306667+1590723
EG ATCC 14d 1957781384292
Nis ATCC 14d 0

Ct= controle (primer sem farmaco); EG= E. giganteum; Nis= nistatina
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Tabela 3- Médias e desvios-padrao das porcentagens de inibicdo do biofiime de C.
albicans SC e ATCC pelos farmacos (EG e Nis) em relagdo ao controle para ambos

os materiais resilientes (CC e CS) nos diferentes periodos de incubagao.

Material Tratamento Cepa Periodo % inibigao
CcC EG SC 24 h 91,61+ 10,73
CcC Nis SC 24 h 100,00 £ 0,00
CcC EG ATCC 24 h 90,97 + 18,17
CcC Nis ATCC 24 h 100,00 £ 0,00
CcC EG SC 7d 91,10 £ 8,87
CcC Nis SC 7d 100,00 £ 0,00
CcC EG ATCC 7d 96,50 £ 3,71
CcC Nis ATCC 7d 100,00 £ 0,00
CcC EG SC 14 d 96,13 £ 4,95
CcC Nis SC 14 d 100,00 £ 0,00
CcC EG ATCC 14 d 99,98 £ 0,011
CcC Nis ATCC 14 d 100,00 £ 0,00
CS EG SC 24 h 77,74 £ 32,72
CS Nis SC 24 h 100,00 £ 0,00
CS EG ATCC 24 h 83,26 + 35,31
CS Nis ATCC 24 h 100,00 £ 0,00
CS EG SC 7d 96,62 + 3,30
CS Nis SC 7d 98,58 + 2,86
CS EG ATCC 7d 91,19 £ 13,97
CS Nis ATCC 7d 99,94 + 0,05
CS EG SC 14d 96,07 + 5,38
CS Nis SC 14d 99,99 + 0,00
CS EG ATCC 14 d 95,92 + 6,74
CS Nis ATCC 14 d 100,00 £ 0,00

EG= E. giganteum; Nis= nistatina
% de inibicao pelo primer modificado com farmacos em relagédo ao controle (apenas primer)
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Tabela 4- Porcentagens de inibigdo do biofilme fungico pelos farmacos (tratamento)

em relagado ao controle (primer) e significancia estatistica na interagao “tratamento” x

“periodo”.

Tratamento Periodo % de inibigao
EG 24 h 85,90 (A)
EG 7d 93,85 (B)
EG 14d 97,03 (B,C)
Nis 24 h 100,00 (C)
Nis 7d 99,63 (C)
Nis 14 d 99,99 (C)

EG= E. giganteum; Nis= nistatina

% de inibicdo pelo primer modificado com farmacos em relagéo ao controle (apenas primer)
Verticalmente, letras mailsculas diferentes indicam diferengas significantes entre as condigbes
experimentais (tratamento e periodo) (P<0,05)
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3 DISCUSSAO

Em pacientes parcial ou totalmente desdentados, as préteses removiveis
podem causar multiplas alteragdes no ambiente bucal, tais como alteragées na
saliva e nos depdsitos de fosfato, calcio e proteinas nas superficies acrilicas que
estdo em contato com os tecidos de suporte, competicdo entre micro-organismos
para aderéncia ao substrato, diminuicdo do pH e aumento do potencial de éxido-
reducao. Como resultado, as espécies de fungos sofrem rapida adaptagdo osmotica
e mudangas metabdlicas bem como produzem respostas ao estresse oxidativo,
levando a formagao de biofilmes (SANCHEZ-VARGAS et al., 2013). Dessa forma, a
presenca dessas proteses tem sido considerada como um fator predisponente
primario para o desenvolvimento da estomatite protética. A composi¢cdo da
comunidade microbiana do biofilme protético € semelhante a do biofilme dental, com
excecado de um aumento de Candida spp., sobretudo C. albicans, o que favorece
ainda mais tal predisposi¢do a patologia (DAVENPORT, 1970; PIRES et al., 2002;
BARBEAU et al.,, 2003; BAENA-MONROY et al., 2005; SANITA et al., 2011;
MARTINS et al., 2016). Isso porque na estomatite protética, a patogénese refere-se
principalmente a manifestacdo de uma reacdo de hipersensibilidade mediada por
células inflamatdrias as espécies de Candida (SHANNON et al., 1966; MCMULLAN-
VOGEL et al.,, 1999). Os mecanismos envolvidos nos processos de adesao,
proliferagdo e invasédo tecidual por esses fungos sdo favorecidos durante as
situagbes de debilidade imunolégica do individuo, por doengas sistémicas ou
condigbes locais (ARENDORF; WALKER, 1987; IACOPINO; WATHEN, 1992;
BARBEAU et al., 2003; GENDREAU; LOEWY, 2011)

A adesao das células microbianas as camadas epiteliais € uma condi¢cao
determinante nos processos de colonizagdo e infecgdo das superficies mucosas.
Além de ser a mais comum entre as espécies de Candida em individuos com
estomatite protética (DAVENPORT, 1970; MCMULLAN-VOGEL et al., 1999; PIRES
et al.,, 2002; BARBEAU et al., 2003; BAENA-MONROY et al., 2005; GENDREAU,;
LOEWY, 2011; SANITA et al., 2011), a C. albicans esta primariamente associada a
invasao tecidual e ao desenvolvimento do processo infeccioso (WEBB et al., 1998).

Essa espécie apresenta capacidade de se aderir firmemente aos tecidos epiteliais, o




54 Discussdo

que parece envolver interagdes entre as manoproteinas localizadas nas fibrilas
superficiais dessa levedura e os receptores de glicosideo das células epiteliais
(BUDTZ-JORGENSEN, 1990; SALERNO et al.,, 2011). O mecanismo de adesao
também esta associado a outras moléculas, como as adesinas (lectinas e
glicoproteinas) do agente infectante e receptores proteicos (laminina, fibronectina e
fibrina) presentes na superficie celular das mucosas assim como outros fatores de
viruléncia, entre os quais, enzimas extracelulares e toxinas (BUDTZ-JORGENSEN,
1974; GREENFIELD, 1992).

Durante o processo infeccioso, as espécies de Candida spp. promovem a
liberacdo de toxinas (toxicoglicoproteinas e canditoxina), agravando as lesdes
decorrentes da estomatite protética (IWATA; UCHIDA, 1969; BUDTZ-JORGENSEN,
1990). Outros fatores relevantes associados a patogénese desses micro-organismos
sdo a degradacao da superficie epitelial pela agcdo de exoenzimas hidroliticas e o
desenvolvimento de resposta hipersensitiva tardia (MCMULLAN-VOGEL et al.,
1999). No hospedeiro, a clivagem de anticorpos, hemoglobina, colageno e mucina
ocorrem pela agcdo das exoenzimas do tipo aspartil proteinases secretadas pelas
espécies de Candida, sobretudo C. albicans. Ja as fosfolipases exibem dupla
importancia na agao infecciosa por esses fungos uma vez podem atuar no controle
do crescimento fungico e, ao mesmo tempo, causar danos aos constituintes lipidicos
da estrutura celular das superficies da mucosa infectada (BUDTZ-JORGENSEN,
1990; WEBB et al., 1998; SALERNO et al., 2011).

Outra caracteristica importante de infecciosidade € dimorfismo que as
espécies de Candida possuem, podendo variar rapidamente sua morfologia de
levedura (blastéporo) para micelial (pseudohifas e hifas), que é uma forma invasiva
(BUDTZ-JORGENSEN; BERTRAM, 1970; OLSEN; STENDERUP, 1990). Quanto
mais evidente a presenga de formas miceliais, maior a severidade da estomatite
protética (SALERNO et al.,, 2011). A acdo imunoldgica fagocitaria € também
dificultada pela morfologia micelial, o que favorece ainda mais o desenvolvimento e
manutengado da infecgdo (IACOPINO; WATHEN, 1992). O processo infeccioso
desencadeado pelas interacbes especificas das espécies de Candida com as
células epiteliais do hospedeiro mencionadas pode ser marcadamente exacerbado

por C. albicans, considerada como a mais virulenta e patogénica delas, o que deve
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ser especialmente considerado na estomatite protética, dada a elevada prevaléncia
deste fungo (SALERNO et al., 2011).

As interacbes nao especificas das espécies de Candida com as resinas
acrilicas das bases das proteses removiveis também devem ser consideradas na
patogénese da estomatite protética (DAVENPORT, 1970; DAVENPORT, 1972;
PEREIRA-CENCI et al., 2008; SALERNO et al., 2011). A afinidade e a ligagdo com o
substrato estdo diretamente associadas as caracteristicas hidrofébicas desses
micro-organismos bem como as propriedades superficiais do material tais como
rugosidade, porosidade, hidrofobicidade e energia livre de superficie (CHAU et al.,
1995; VERRAN; MARYAN, 1997; PEREIRA-CENCI et al., 2008). Na estomatite
protética, a capacidade de aderéncia de C. albicans as bases acrilicas €
considerada relevante em relagdo as demais espécies desse género (LAL et al.,
1992; SALERNO et al., 2011). Apesar de 82 filotipos de bactérias serem
identificados em biofilmes protéticos, C. albicans foi a unica espécie fungica isolada
das préteses dos pacientes com estomatite protética (CAMPOS et al., 2008). Além
disso, quando em formas miceliais, C. albicans apresenta uma aderéncia maior a
resina acrilica em relagdo a outras espécies, facilitando o processo invasivo na
mucosa de suporte das proteses (WEBB et al., 1998; RAMAGE et al., 2004). Todos
os aspectos anteriormente mencionados demonstram o0s mecanismos de
infecciosidade das espécies de Candida, principalmente C. albicans e a sua
importancia no desenvolvimento da estomatite protética. Por isso, no presente
estudo, visando um protocolo alternativo para o tratamento dessa patologia, foi
avaliada a efetividade da modificacdo superficial de materiais resilientes temporarios

para base de proétese por E. giganteum sobre biofilme de C. albicans.

Além das interacbes com o hospedeiro e com o substrato, as espécies de
Candida frequentemente se interagem com outros micro-organismos orais, 0 que
resulta na formacdo de um biofilme complexo, de estrutura organizada e dificil
remogao (SATO et al., 1997; RAMAGE et al., 2004; CAMPOS et al.,, 2008;
PEREIRA-CENCI et al., 2008; SALERNO et al., 2011). Os biofilmes constituem uma
comunidade estruturada de células microbianas envolvidas em uma matriz
polimérica constituida por DNA extracelular, carboidratos, proteinas, hexosamina,
fésforo e acido urbnico. Encontram-se aderidos a uma superficie inerte ou viva,

sendo conhecidos por conter mais de 10" micro-organismos por grama em peso
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seco. Tais comunidades apresentam um fendtipo muito diferente daquele
apresentado por células plancténicas (SATO et al., 1997; RAMAGE et al., 2004;
CAMPOS et al., 2008). Duas consequéncias do crescimento de biofilme com grande
relevancia clinica sdo: o acentuado aumento da resisténcia das células microbianas
a acao dos agentes antimicrobianos (CHANDRA et al., 2001; RAMAGE et al., 2004)
e a maior protecdo dos micro-organismos a atuagdo das células de defesa do
hospedeiro (MAH; O'TOOLE, 2001). Baixo crescimento, regulacdo do metabolismo
celular alterada devido a limitacdo de nutrientes e condigdes de estresse e a
densidade celular sdo outros mecanismos sugeridos de resisténcia ao biofilme
(SENEVIRATNE et al., 2010). Além disso, os biofiimes representam um preditor
significativo de mortalidade (TUMBARELLO et al., 2007; SILVA et al.,, 2011) e as
especies que produzem biofilmes tem sido correlacionadas aos resultados
desfavoraveis em pacientes com infecgdes, incluindo as recorréncias
(TUMBARELLO et al., 2012). Considerando esses aspectos e, dessa forma, visando
aproximar as condi¢cdes in vitro daquelas encontradas clinicamente, os testes
microbiologicos deste estudo foram realizados com biofilme e n&o células
planctonicas de C. albicans. Ainda com o intuito de aumentar relevancia clinica,
além da cepa-padrao ATCC 90028, utilizou-se na presente metodologia a cepa-
padrao SC 5314, proveniente de isolado clinico, por sua maior capacidade de formar
biofilmes, mesmo em condicdbes adversas (THEIN; SAMARANAYAKE;
SAMARANAYAKE, 2007).

Adicionalmente aos aspectos supracitados, a formacdo do biofiime nas
superficies internas das proteses removiveis é considerada como uma das principais
razdes para a falha das terapias antifungicas convencionais (topicas e sistémicas)
para a estomatite protética, pelas caracteristicas inerentes a essas regides. As
superficies internas das préteses, ndo polidas como as externas, apresentam maior
rugosidade, o que aumenta ainda mais a retencédo do biofilme e sua resisténcia as
forgas de cisalhamento da escovagao e a agao de agentes antifungicos e quimicos
de limpeza (PEREIRA-CENCI et al.,, 2008). As células de Candida do biofilme
protético, que sobrevivem apds o tratamento mecéanico ou quimico da superficie
acrilica, constituem uma subpopulacdo celular altamente tolerante (persistente), que
€ capaz de restaurar o biofilme na presencga de nutrientes, resultando em recorréncia

da estomatite protética (LEWIS, 2012). Assim, para se conseguir a efetividade do
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tratamento dessa patologia em longo prazo, a terapia deve focar na remocgéao do
biofilme protético de forma a evitar o ciclo de reinfecgdo da mucosa de suporte via

protese.

A incorporacédo de CIMs de nistatina, clorexidina e cetoconazol em
condicionadores de tecido e reembasadores resilientes temporarios para base de
protese tem se mostrado efetiva para a inibicdo de C. albicans (BUENO et al., 2015),
sem interferir deleteriamente com propriedades fisicas, mecanicas e biologicas
desses materiais ao longo de sua vida util (14 dias) (SANCHEZ-ALIAGA et al., 2013;
LIMA et al., 2016a; LIMA et al., 2016b; SANCHEZ-ALIAGA et al., 2016; SANCHEZ-
ALIAGA et al., 2016; BUENO et al., 2017; NEPPELENBROEK et al., 2017). Esse
método pode ser considerado como um tratamento promissor para a estomatite
protética por varias razdes: 1) o biofilme protético € removido de forma mecanica
com o desgaste da base acrilica para permitir espago para o material reembasador
e, com isso, a reinfecgcdo via protese infectada é impedida; 2) a colocagdo dos
materiais resilientes macios permite sua recuperacdo pelas caracteristicas de
resiliéncia e pela readaptagcédo da protese resultante do reembasamento; 3) durante
o periodo de vida util dos materiais resilientes temporarios (14 dias), que equivale ao
tempo médio da terapia com antifungicos convencionais, os farmacos incorporados
na matriz polimérica sdo liberados gradativamente aos tecidos infectados, tratando
os sinais e sintomas da patologia e prevenindo a formagao de biofilme; 4) concluido
o periodo de utilizagdo do material resiliente temporario, a infeccdo na mucosa
recuperada do trauma do biofiime e da desadaptacdo das bases acrilicas é
prevenida de recorréncia com a realizagdo de um reembasamento de longa duragao
ou confecgdo de novas préteses (CARTER; KERR; SHEPHERD, 1986; SCHNEID,
1992; TRUHLAR; SHAY; SOHNLE, 1994; MATSUURA et al., 1997).

Apesar das vantagens apresentadas com esse protocolo para o tratamento da
estomatite protética, os farmacos sintéticos, mesmo em concentragées menores e
direcionadas ao sitio de infeccdo, o que é permitido pelo sistema de liberagéo
gradual a partir da matriz polimérica, € possivel que surjam efeitos secundarios
sistémicos (colaterais) e de toxicidade ou, ainda, interagées farmaco-farmaco. Tais
efeitos podem se comportar de forma diferente entre os individuos, dependendo do
estado da doenca, idade, sexo, peso, entre outros fatores. Efeitos secundarios

comuns de farmacos antifungicos incluem nauseas, dor de estdbmago, diarreia, dor
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de cabeca e indigestdo (LOMBARDI; BUDTZ-JORGENSEN, 1993; ROGERS, 2002;
CASALINUOVO; DI FRANCESCO; GARACI, 2004). Além disso, a frequente
exposicao aos agentes antifungicos sintéticos convencionais tem resultado no
aparecimento de espécies fungicas resistentes, sobretudo quando inseridas em
biofilmes, sejam esses simples ou mistos. Varios estudos sobre a susceptibilidade a
antifungicos de biofilmes contendo C. albicans formado em superficies de resina
acrilica ttm demonstrado a resisténcia desta espécie a agentes sintéticos azdlicos,
antissépticos e polienos (CHANDRA et al., 2001; RAMAGE et al., 2004; LAMFON et
al., 2005).

Considerando as desvantagens associadas aos farmacos antifungicos
sintéticos como os efeitos toxicos e colaterais, as interacbes medicamentosas, o
desenvolvimento de resisténcia fungica e a frequente ineficacia das terapias
convencionais, as investigagbes sobre os agentes fitoterapicos com acéao
antimicrobiana foram intensificadas nas ultimas décadas. Os agentes fitoterapicos
sdo preparados exclusivamente com plantas ou partes de plantas medicinais, sendo,
portanto, geralmente de menor custo em relagdo aos farmacos quimicamente
sintetizados (VALERIO; GONZALES, 2005). No produto fitoterapico, diferentemente
dos medicamentos alopaticos, ndo ha a atuacgéo isolada de um unico principio ativo,
mas sim a de varios (fitocomplexo ou extrato bruto), resultando em uma acdo menos
intensa que aquela dos farmacos alopaticos convencionais, o que reduz ou até

elimina seus efeitos indesejaveis (SANTOS et al., 2008).

Entre os extratos de plantas com acéo contra C. albicans e potencial para o
tratamento da estomatite protética (OTA et al.,, 2001; CASAROTO; LARA, 2010;
MANSOURIAN et al.,, 2014; ALAVARCE et al., 2015; DA SILVA et al., 2017;
JABEUR et al., 2017), destaca-se aquele obtido das partes aéreas da espécie E.
giganteum. Seu extrato hidroetandlico mostrou propriedades antiaderentes
(ALAVARCE et al., 2015) e reduziu a biomassa e as células vivas em biofilmes de C.
albicans (DA SILVA et al., 2017) formados em resina acrilica para base de prétese.
Considerando esses efeitos, o presente estudo se propds inicialmente avaliar a
efetividade da incorporagdo do E. giganteum em materiais resilientes temporarios

para base de protese sobre o biofilme de C. albicans.
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A maior dificuldade encontrada nesta pesquisa relacionou-se justamente a
incorporagao do fitoterapico no interior da matriz polimérica dos materiais resilientes
temporarios. Os primeiros testes foram realizados segundo a metodologia utilizada
por Bueno et al. (2015), que determinaram as CIMs para cinco farmacos (nistatina,
clorexidina, cetoconazol, miconazol e itraconazol) incorporados aos materiais
resilientes temporarios Trusoft e Softone. Apesar de diversas tentativas, nao foi
observada a efetividade antifungica com essa técnica de incorporagdo com o E.
giganteum misturado a mesmos materiais. Mesmo aumentando a concentragado do
po do fitoterapico e relagao aos pds dos materiais tanto quanto possivel, ou seja, de
modo que n&o chegasse a interferir com a plastificagdo dos mesmos, nao foi
observada sua liberagdo a partir da matriz polimérica modificada, mesmo apoés 7
dias de incubagdo. Como ambos os materiais resilientes testados possuiam
composi¢cdes semelhantes (Softone e Trusoft), 0 mesmo protocolo foi testado em
outros materiais utilizados para a mesma finalidade (Coe-Comfort e Coe-Soft), com o
intuito de analisar se a partir de outra matriz polimérica ocorreria a liberagao do E.
giganteum incorporado. No entanto, mesmo apoés 7 dias de incubagéo e variando-se
a concentragao do fitoterapico, ndo foi observado qualquer efeito antifungico além do
verificado com os proprios materiais. Isso porque o Coe-Comfort e o Coe-Soft, que
sdo condicionador de tecido e reembasador resiliente temporario, respectivamente,
tais como o Softone e o Trusoft, apresentam um minimo efeito antifungico, mesmo
sem adicao de fitoterapico, provavelmente pela presenga de um composto em sua
formulacédo, como discutido posteriormente. Outro agravante referiu-se ao fato de o
material Softone n&o ser mais importado para o Brasil. Assim, por uma questao de
viabilidade de execugdo, associada a um efeito antifungico que poderia ser
potencializado pelo fitoterapico, optou-se por substituir os materiais resilientes
temporarios dos estudos prévios com farmacos sintéticos para Coe-Comfort e Coe-
Soft, tendo assim, da mesma forma, um condicionador de tecido e um reembasador
resiliente temporario provenientes de um mesmo fabricante. No entanto, ainda havia
a problematica da liberagdo do E. giganteum a partir da matriz polimérica para se

conseguir a efetividade desejada contra biofilme de C. albicans.

Os estudos anteriores disponiveis na literatura mostraram a efetividade do E.
giganteum testado diretamente sobre o biofilme de C. albicans em resina acrilica
(ALAVARCE et al., 2015; DA SILVA et al., 2017), mas nao indiretamente partir da
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liberacdo de uma matriz polimérica. Sabe-se que o nivel de difusdo dos agentes
antimicrobianos pelos canais dos polimeros depende da temperatura e do meio,
bem como do peso molecular, do tamanho e da forma de particula e da distribuicdo
e concentragdo do farmaco (BROOK; VAN NOORT, 1985; QUINN, 1985; URBAN et
al., 2009). E conhecido que o nivel de difusdo das moléculas de um farmaco através
de uma matriz polimerizada/plastificada ¢ aumentado com a redugcdo do peso
molecular do mesmo (BROOK; VAN NOORT, 1985; MARK SALTZMAN et al., 1993).
Sendo o peso molecular da nistatina (926,11 g/mol) superior aos pesos moleculares
dos componentes presentes no extrato hidroetandlico do E. giganteum, os quais
variam entre 100 e 700 g/mol e, considerando que as condigdes de meio de cultura
e a temperatura utilizadas neste estudo para as amostras modificadas por esses
farmacos foram idénticas, € possivel supor que tais fatores n&o influenciaram na
liberacdo do fitoterapico incorporado nos materiais resilientes temporarios. Foi
demonstrado que a nistatina apresenta uma distribuicdo uniforme de particulas com
formas e tamanhos aleatérios e pequenos, variando de 10 a 50 ym (URBAN et al.,
2015). Mesmo processando muito bem as amostras para a obtengdo do pd do
fitoterapico, suas particulas ndo se tornam tao reduzidas e homogéneas como a dos
farmacos obtidos industrialmente. Assim, € provavel que a morfologia e o tamanho
das particulas do E. giganteum, bem como sua distribuicdo na matriz polimérica
tenham impedido a liberagdo do farmaco na presente investigagao. Estudos futuros
sobre o padrdo de incorporagdo desse agente natural adicionado aos materiais

resiliente temporarios sdo necessarios para confirmar essa hipotese.

Diante do insucesso com a incorporacdo do E. giganteum as matrizes
poliméricas testadas, foram iniciados os testes com o fitoterapico aplicado sobre a
superficie dos materiais resilientes temporarios. Para essa aplicagdo, o pé do
fitoterapico deveria estar veiculado a algum componente que apresentasse
compatibilidade com tais materiais. Por isso, o E. giganteum em po6 passou a ser
misturado a primers que sao comercializados em alguns materiais resilientes
temporarios para a aplicagdo na superficie da resina acrilica para base de protese
antes da unido com os mesmos durante o procedimento clinico de reembasamento.
Assim, misturou-se assepticamente e em diversas concentracbes o p6é do extrato
hidroetandlico do E. giganteum com diferentes primers antes da aplicagdo dessa

mistura sobre os corpos de prova. Os primers testados foram aqueles provenientes
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dos kits dos seguintes materiais resilientes temporarios: Trusoft (reembasador) e
Rite-Line (condicionado tecidual), pois sdo os comercialmente disponiveis que
apresentam esse tipo de produto. Durante os testes com os primers, também foram
utilizados os corpos de prova dos materiais Rite-Line e Trusoft, além de Coe-Comfort
e Coe-Soft com o intuito de observar se o efeito antifungico seria potencializado ao
se usar produtos de um mesmo kit. Ainda, testou-se cada primer misturado ao
fitoterapico nos diferentes materiais resilientes temporarios supracitados para
observar em qual situacéo a efetividade sobre o biofiime de C. albicans seria melhor.
Em até 7 dias de incubacdo, observou-se um efeito inibitério do biofiime de C.
albicans apenas quando o E. giganteum foi misturado ao primer do Rite-Line
aplicado sobre Coe-Comfort e Coe-Soft em comparagao ao efeito obtido apenas
com a aplicagédo do mesmo primer sem o fitoterapico em ambos os materiais. Nao foi
observado efeito antifungico relevante em relagdo aos controles com as demais
combinacgdes. Ainda assim, € valido ressaltar que a inibicdo fungica observada com
a aplicagao superficial do E. giganfeum apenas foi atingida quando se alterou a
metodologia para a avaliacdo a efetividade do protocolo proposto, o que foi uma

outra adequacgao metodoldgica necessaria da presente investigacao.

No estudo de Bueno et al. (2015), a efetividade da incorporagao dos farmacos
sintéticos aos materiais resilientes temporarios, determinada a partir da obtencgao
das CIMs dos mesmos, foi avaliada pelo método do ensaio colorimétrico de redugéo
de sais de tetrazodlio — XTT (2,3-Bis (2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl) -5- [(Phenyl-
Amino)Carbonyl] - 2H-Tetrazolium Hydroxide - Sigma Aldrich Inc., St Louis, MO,
EUA) (CHANDRA et al.,, 2001; KUHN et al., 2003). Os sais de tetrazolio, de cor
amarela, penetram rapidamente nas células intactas sendo convertidos, por agéao
enzimatica em produtos de formazan, de cor laranja (KUHN et al., 2003). Esses
produtos sdo soluveis em agua, permitindo sua quantificagdo por espectrofotometria
em sobrenadantes celulares. Quanto maior a atividade celular (viabilidade), maior a
coloragcédo e, consequentemente, o valor da absorbancia (KUHN et al.,, 2003). O
extrato hidroetandlico do E. giganteum apresenta uma coloragao verde bem forte, o
que interferiu negativamente com tal metodologia. O sobrenadante contendo os
corpos de prova modificados com fitoterapico apresentavam alteracdo de cor, o que
interferiu nas leituras do espectrofotdbmetro em comparagao aquelas das amostras

sem fitoterapicos. Para resolver o problema da interferéncia da cor do E. giganteum
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com o métodos do XTT, foi realizada uma tentativa com o método de contagem do
numero de colbnias viaveis (UFC/mL), que é considerado padrdao ouro nos estudos
de microbiologia. Nao foi adotado tal método no estudo de Bueno et al. (2015), pois
houve inconsisténcia de resultados na incorporagdo de alguns farmacos nos
materiais resilientes temporarios testados. No entanto, ao utilizar na presente
pesquisa o método de contagem de colbnias viaveis, foram obtidos resultados com a
aplicagao do primer modificado pelo fitoterapico sobre as superficies dos materiais
resilientes temporarios comparaveis aos da literatura e aos controles. Assim, este
método ficou definido como sendo o utilizado para a avaliagdo da efetividade da
acao do fitoterapico na superficie de materiais resilientes temporarios sobre o
biofime de C. albicans bem como para determinagcdo das CIMs dos agentes

antimicrobianos testados.

A avaliagao do biofilme de Candida spp. por meio quantificagcdo de UFC/mL é
uma metodologia frequentemente adotada para a investigagdo da acéo
antimicrobiana de farmacos, sendo considerada como o método padrao-ouro.
(SENEVIRATNE et al., 2009; COSTA et al., 2011; ESTIVILL et al., 2011; PEREIRA
et al.,, 2011). Por essa metodologia, € possivel estimar o numero de células
microbianas viaveis, com base na sua capacidade de originar colbnias sob
condicdes especificas em determinado meio de cultura. Adota-se que cada coldnia
contabilizada foi originada por uma unica célula microbiana viavel e os resultados
sdo expressos em UFC/mL. Uma desvantagem associada ao método é que todas as
células viaveis sdo contadas, incluindo aquelas com baixa atividade metabdlica. Por
isso, seria interessante a avaliagdo complementar por um método que quantificasse
a atividade metabdlica do biofiime, como o XTT (PEETERS; NELIS; COENYE,
2008), o que nao foi possivel pelos motivos supracitados. Além disso, ha a limitagéao
imposta pelo dimorfismo dos biofiimes de C. albicans (blastésporos, pseudohifas e
hifas), o que resulta em uma variabilidade na quantificagdo entre amostras de um
mesmo grupo. Por conseguinte, esta variabilidade pode representar um problema
significativo no que diz respeito a reprodutibilidade da metodologia por meio da
contagem de UFC/mL, especialmente para C. albicans (SENEVIRATNE et al., 2009;
SRINIVASAN et al., 2011). Ainda, para que a contagem de UFC/mL fosse permitida
no modelo experimental do presente estudo, fez-se necessaria a raspagem

mecanica do biofilme aderido sobre a superficie dos corpos de prova, o que pode ter
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lesionado as células fungicas. Dessa forma, resultados distintos podem ter sido
obtidos em um mesmo grupo, seja experimental ou controle. Por fim, para se
conhecer a condi¢do geral do biofilme, nesta investigagéo foi proposto inicialmente o
ensaio de biomassa total por meio da coloragao com cristal violeta. Neste método,
ha a quantificagdo da matriz tanto de células vivas quanto de células mortas do
biofiime (PEETERS; NELIS; COENYE, 2008). No entanto, sua realizagao depende
de um processo de descoloracdo do sobrenadante apds coloragdo das amostras
com cristal violeta. Em tal processo, neste estudo, houve liberagdo dos pigmentos do
fitoterapico para o sobrenadante o que também interferiu com a absorbéncia da
solugdo em espectrofotobmetro para as amostras modificadas em relagdo aquelas
controles, alterando a confiabilidade do método e, portanto, inviabilizando sua
utilizagcado para complementagao das analises dos resultados .

No presente estudo, foi considerada como CIM a ser misturada ao primer, a
concentragao de farmaco capaz de inibir o crescimento fungico ao longo do periodo
de avaliagdo (14 dias) em porcentagens iguais ou maiores que 90%. Tal padrao foi
selecionado porque concentragdes superiores as essas CIMs para os farmacos
testados ndo foram capazes de aumentar a porcentagem de inibicdo fungica. As
concentragdes do fitoterapico e da nistatina foram testadas por tentativas variando-
se de 0,016 a 0,358g (grama po6 de antimicrobiano por mililitro de primer)
(CHANDRA et al., 2001). As CIMsg obtidas para cada farmaco (E. giganteum=
0,100 g/mL e nistatina= 0,016 g/mL) ndo variaram em fungdo do material resiliente
temporario nem da cepa de Candida bem como n&o interferiram com a manipulagéo
nem com a secagem do primer. A referéncia de CIM utilizada na presente
investigacédo (CIMgo) corrobora com estudos prévios que a consideram como efetiva
para a validagdo de um método de inibicdo de crescimento microbiano
(WASTESON; HOIE; ROBERTS, 1994; ISHAM; GHANNOUM, 2006; AMRAN et al.,
2011).

Nesta investigagdo, como o primer sem farmaco (controle) nao foi eficiente
em reduzir os valores de UFC/mL em comparacdo aos demais tratamentos, exceto
por uma minima inibigdo fungica em 24 h para a cepa ATCC em ambos os materiais,
a analise estatistica dos resultados foi realizada a partir das porcentagens de
inibicdo do biofilme fungico pelos farmacos em comparagdo ao controle. Tais

porcentagens variaram apenas de acordo com o farmaco e tempo de incubagao, nao
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havendo diferenga estatisticamente significante entre os materiais e as cepas de C.
albicans. Esperava-se que a inibigao fungica para a cepa SC fosse menor em razéo
de sua maior capacidade de formar biofiimes em relagdo a cepa ATCC (THEIN;
SAMARANAYAKE; SAMARANAYAKE, 2007). Da mesma forma, era esperada uma
maior inibicdo do biofilme fungico para o condicionador tecidual Coe-Comfort em
relagdo ao reembasador temporario Coe-Soft pela potencializagdo do efeito dos
farmacos em sua superficie resultante da agao antifungica de um principio ativo
(undecilenato de =zinco) presente em maior quantidade no primeiro material.
Segundo o MSDS (Material Safety Data Sheet), o p6 do Coe-Comfort é constituido
exclusivamente por undecilenato de zinco, ao passo que o do Coe-Soft contém,
além desse composto, uma alta porcentagem (mais de 60%) de polietil metacrilato.
Apesar das porcentagens médias de inibicdo em algumas condi¢gbes experimentais
serem menores para a cepa SC em relagdo a ATCC e para o Coe-Soft em relagéo
ao Coe-Comfort, considerando um mesmo farmaco e um periodo de incubagao, néo
houve diferenca estatisticamente significante entre tais fatores. Por conseguinte, os
resultados serdo discutidos com base apenas nos fatores que alteraram a inibicao
do biofilme fungico, ou seja, o tratamento superficial com os diferentes farmacos (E.
giganteum e nistatina) em funcéo dos trés periodos de incubacéo avaliados (24 h, 7
e 14 dias).

Os resultados evidenciaram uma progressiva inibicao percentual do biofilme
fungico nas amostras modificadas superficialmente pelo E. giganteum ao longo da
vida util dos materiais resilientes temporarios testados (14 dias). A porcentagem
meédia de inibicdo do biofilme de C. albicans foi de 85,90% em 24 h de incubacgao,
com aumento para 93,85% aos 7 dias, sendo atingido em 14 dias valores
estatisticamente semelhantes aos obtidos com a nistatina (97,03%). Esses achados
favoraveis podem ser atribuidos a ac&o antimicrobiana de alguns de seus
compostos.

Varios principios ativos estdo presentes nas partes aéreas da espécie E.
giganteum, incluindo sais minerais (acido silicio, acido aquisético, acido malico,
acido oxalico, acido ascorbico, acilglicérideos de acido estearico, oleico, linoleico e
linolénico) (LORENZI; DE ABREU MATOS, 2002), compostos fendlicos derivados do
acido cafeico, acido ferulico (ALAVARCE et al., 2015), acido clorogénico e tartarico,

alcaloides (piridinicos, nicotina e palustrina) e, principalmente, flavonoides
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glicosilados da apigenina, quercetina e do campferol (LORENZI; DE ABREU
MATOS, 2002), derivados das estirilpironas e do acido hidroxicindmico
(FRANCESCATO et al., 2013). Destes, destacam-se os flavonoides, um grupo de
metabolitos secundarios de plantas amplamente distribuido no reino vegetal,
presente de forma comum em frutas, vegetais e algumas bebidas (CALDERON-
MONTANO et al., 2011). Os flavonoides apresentam substancias fenoliticas
hidroxiladas e sdo conhecidos por serem sintetizados pelas plantas em resposta a
infeccdo microbiana. Sao reconhecidos por sua eficacia medicinal como agentes
antivirais, antibacterianos, anti-inflamatérios, anticancer e hepatoprotetores
(KUMAR; PANDEY, 2013a). Um dos grandes beneficios a saude associados ao
consumo de flavonoides refere-se as suas atividades antioxidantes, que sao
moduladas pelos grupos funcionais hidroxila e ocorrem por meio da eliminagéo dos
radicais livres e/ou capacidade de quelagdo de ions metalicos (KUMAR; PANDEY,
2013b). Assim, tais efeitos sao influenciados substancialmente pelo grau de
polimerizagao, pela configuragédo, pela substituicdo e pelo numero total de grupos
hidroxila do composto. A quelagcdo dos metais pode ser crucial na prevengao do
estresse oxidativo, ou seja, da geracgao de radicais livres que prejudicam importantes
biomoléculas (LEOPOLDINI et al., 2006).

Franscecato et al. (2013) observaram que os derivados de campferol foram os
flavonoides mais abundantemente encontrados no E. giganteum, sendo seus niveis
pelo menos dez vezes mais elevados que aqueles observados para quercetina.
Estudos epidemioldgicos encontraram uma associagdo positiva entre o consumo de
alimentos contendo campferol e um risco reduzido de desenvolver doencas
cardiovasculares e alguns tipos de cancer (HERTOG et al., 1993; GATES et al.,
2007; LIN et al., 2007; CUI et al., 2008). Esse flavonoide tem sido apontado em
estudos in vitro e in vivo em animais como um potencial agente na prevengéo e/ou
tratamento destas e outras doengas, tais como doengas neurodegenerativas e
infecciosas, diabetes, osteoporose, ansiedade, alergias, inflamag¢des e dor
(SAMHAN-ARIAS; MARTIN-ROMERO; GUTIERREZ-MERINO, 2004; SONG et al.,
2005; MALEKI-DIZAJI; FATHIAZAD; GARJANI, 2007; YORDANOQV et al., 2008;
AGUIRRE-HERNANDEZ et al., 2010). Além disso, sdo amplamente relatadas as
atividades antibacterianas (XU; LEE, 2001; OTSUKA et al., 2008; HABBU et al.,
2009), antivirais (MAHMOOD et al., 1996; MITROCOTSA et al., 2000; JEONG et al.,
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2009), antifungicas (HWANG et al., 2001; YORDANOQV et al., 2008; BRUNSKOLE et
al., 2009) e antiprotozoarias (CALZADA; MECKES; CEDILLO-RIVERA, 1999;
BARBOSA; CALZADA; CAMPOS, 2007) do campferol, seus glicosideos ou as

plantas que o contém.

Os flavonoides podem apresentar multiplos alvos celulares e ndo apenas um
site especifico de agdo (COWAN, 1999). A sua atividade é provavelmente devido a
sua capacidade de formar complexos com proteinas extracelulares e soluveis bem
como com paredes celulares microbianas. Os flavonoides mais lipofilicos também
podem romper as membranas celulares dos micro-organismos (SATO et al., 1996).
A formacdo de complexos com proteinas ocorre tanto por meio de forgcas
inespecificas, como ligagdes de hidrogénio e efeitos hidrofébicos, quanto por
ligacbes covalentes (COWAN, 1999). Dessa forma, sua agdo antimicrobiana pode
estar associada a sua capacidade de inativar as adesinas microbianas, enzimas,
proteinas de transporte de envelope celular, entre outras (COWAN, 1999;
YORDANOV et al.,, 2008; KUMAR; PANDEY, 2013b). A inativagdo de adesinas
pelos flavonoides impede ou minimiza a adesdo das células fungicas sobre o
substrato para inducédo da formacédo do biofilme. Ainda, é possivel que esses
compostos alterem a permeabilidade da membrana das células fungicas por meio da
inativagdo de certas proteinas carreadoras (COWAN, 1999; YORDANOV et al.,
2008; KUMAR; PANDEY, 2013b). A delimitagdo do possivel mecanismo de acgéo
antimicrobiana de flavonas e flavonoides € dificultada por achados conflitantes Os
flavonoides que ndo possuem grupos hidroxila nos seus anéis 3 s&o mais ativos
contra micro-organismos em relagdo aqueles com os grupos OH, sugerindo que seu
alvo microbiano é a membrana celular (CHABOT et al., 1992) atingindo, sobretudo,
os compostos lipofilicos dessa estrutura. No entanto, o efeito oposto também tem
sido sugerido, ou seja, quanto mais hidroxilagdo (acréscimo ou substituicdo de
hidroxila em uma molécula), maior atividade antimicrobiana (SATO et al., 1996). E
nao ha uma previsibilidade clara do grau de hidroxilagao e toxicidade para os micro-
organismos (COWAN, 1999).

Tem sido demonstrado que o campferol interfere com enzimas vitais para o
crescimento e viruléncia de certos fungos. A enzima quitina sintase & responsavel
pela sintese de quitina, um polissacarideo estrutural vital para as paredes celulares

fungicas. Ja a melanina € um fator de viruléncia em fungos patogénicos, sendo
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conhecido alvo para farmacos antifungicos. O campferol mostrou ser capaz de inibir
a sintese de melanina (BRUNSKOLE et al., 2009) e quitina sintase Il, prevenindo a
divisdo de células fungicas (HWANG et al.,, 2001). Yordanov et al. (2008)
encontraram que os flavonoides apigenina e campferol, ambos presentes no E.
giganteum, afetaram enzimas extracelulares de C. albicans, que sédo consideradas
como os fatores de viruléncia responsaveis pela penetragdo do fungo nas células
hospedeiras (YORDANOV et al.,, 2008). Além disso, o campferol aumentou o
numero de ratos sobreviventes quando aplicado em um modelo animal experimental
de infecgdo sistémica de C. albicans. A aplicacédo de apigenina e campferol no
modelo animal de infecgdo cutadnea do mesmo fungo também se mostrou eficiente
em suprimir os sintomas, além de eliminar de forma acelerada a levedura no local de
inoculagdo (YORDANOV et al., 2008). Considerando os aspectos anteriores, o0s
resultados favoraveis obtidos com o E. giganteum para a inibicdo do biofilme de C.
albicans formado sobre os materiais resilientes temporarios ao longo de sua vida util
podem ser atribuidos, ao menos em parte, a agdo antifungica dos flavonoides
glicosados presentes neste fitoterapico. Como mencionado previamente, a
vantagem de se testar um produto fitoterapico (fitocomplexo ou extrato bruto) como
realizado nesta investigagcdo, € que ndo ha a agao isolada de um unico principio
ativo, reduzindo ou até eliminando seus efeitos adversos (SILVA et al., 2012). Além
disso, é possivel dizer, com base em um estudo piloto, que a acdo combinada de
varios principios ativos pode potencializar o efeito antimicrobiano de um agente
fitoterapico. Em um ensaio in vitro paralelo, um principio ativo isolado da Punica
(roma) processado industrialmente, denominado Punicalagin (CAS Number 65995-
63-3, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) bem como o extrato hidroetandlico bruto
da Punica granatum foram testados nas mesmas condigbes que o E. giganteum
neste estudo. No entanto, nenhum efeito inibitério contra o biofilme de C. albicans
para ambos os materiais e cepas foi obtido quando o principio isolado foi aplicado
superficialmente apos mistura ao primer. Ja o extrato da P. granatum resultou em
inibicdo fungica semelhante a obtida com o extrato do E. giganteum ao longo do
periodo de incubacdo. Assim, é possivel supor que efeito antifungico do farmaco

fitoterapico depende de varios e ndo de apenas um principio ativo.

Os antifungicos da classe dos polienos, como a nistatina, possuem um amplo

espectro de agao, podendo ser fungicidas e fungistaticos e, por serem toxicos, seu
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uso foi restringido a administragao tépica. O efeito inibitério da nistatina é resultado
da interacao de seus polienos com os esterdides da membrana plasmatica do fungo,
em especial o ergosterol. Isso leva a formagado de poros ou canais na membrana
que ocasionam a liberacdo de potassio e de outros componentes citoplasmaticos,
causando a morte celular (WHITE; MARR; BOWDEN, 1998; ANDRIOLE, 2000;
ROGERS, 2002). Uma explicagdo possivel para o desenvolvimento de resisténcia
aos polienos é uma menor quantidade de ergosterol na membrana celular, mas os
mecanismos genéticos envolvidos nesse processo ainda ndo sao totalmente
definidos (WHITE; MARR; BOWDEN, 1998; ANDRIOLE, 2000; ROGERS, 2002).
Apesar da menor eficacia da nistatina em suspensdo oral para o tratamento de
candidose bucal ou orofaringea em bebés, criangas e pacientes com HIV/AIDS
(FLYNN et al., 1995; PONS et al., 1997; GOINS et al., 2002), este farmaco é ainda
considerado o agente de primeira escolha para o tratamento tépico de casos néo
complicados (AKPAN; MORGAN, 2002; THOMPSON et al., 2010; IQBAL; ZAFAR,
2016; LYU et al., 2016) e em pacientes com fungdo imunolégica normal (PATIL et
al., 2015). Agentes polienos como a nistatina resultam em poucos efeitos colaterais,
e, quando em suspensao, possuem baixa absor¢ao no trato gastrointestinal (AZIZI et
al., 2016; FABIO et al., 2016). Portanto, a maioria do antifungico é excretada sem
sofrer qualquer alteracdo (GARCIA-CUESTA; SARRION-PEREZ; BAGAN, 2014),
reduzindo assim seu potencial hepatotoxico (GOINS et al.,, 2002). Em 2016, a
Infectious Diseases Society of America atualizou suas diretrizes de pratica clinica
para a gestao da candidose, recomendando a suspensao ou pastilhas de nistatina
para os casos de infecgdo orofaringea leve (PAPPAS et al.,, 2016). Em ensaios
clinicos randomizados de tratamento de pacientes com estomatite protética, a
suspensao oral de nistatina foi tdo eficaz quanto a terapia fotodinamica (MIMA et al.,
2012) ou a desinfecgao semanal das préteses totais em micro-ondas (SANITA et al.,
2012; SILVA et al.,, 2012). A menor detecgdo de cepas fungicas resistentes a
nistatina e seu acessivel custo sdo outras vantagens desse farmaco se comparado a
outros antifungicos (GEERTS; STUHLINGER; BASSON, 2008). A dosagem de
nistatina recomendada para adultos € de 400.000 a 600.000 U, quatro vezes ao dia.
Além disso, ndo ha relatos de efeitos toxicos graves ou superinfecgdes mesmo
frente a excesso de doses diarias orais de nistatina (5.000.000 U). A dose letal
mediana (DLso) desse farmaco quando aplicada por via intraperitoneal em
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camundongos é de 200 mg/kg. A CIM de nistatina adicionada ao reembasador
resiliente deste estudo é muito inferior a dose que poderia causar toxicidade aguda
por esse farmaco, mesmo se administrada de uma unica vez (WINDHOLZ et al.,
1983) e ndo gradualmente como proposto por esta metodologia. Por todos esses
fatores, a nistatina foi selecionada no presente investigagdo para efeito comparativo
com o E. giganteum na anadlise da efetividade de inibicdo do biofilme fungico
formado sobre materiais resilientes temporarios. Os resultados confirmaram o efeito
fungicida da nistatina ao longo dos 14 das de avaliagdo com porcentagens médias
de inibicdo do biofilme fungico proximas ou iguais a 100%. O efeito inibitério da
nistatina é resultado da interagdo de seus polienos com o ergosterol (analogo ao
colesterol das membranas das células humanas), que é o esterol predominante nas
membranas plasmaticas dos fungos (WHITE; MARR; BOWDEN, 1998). Esta
molécula contribui para diversas fungdes celulares, sendo importante para a
integridade da membrana, permitindo que muitas das enzimas presentes nessa
estrutura possam exercer adequadamente a sua funcdo, incluindo a sintese de
quitina, importante para a divisdo e crescimento celular (WHITE; MARR; BOWDEN,
1998; ANDRIOLE, 2000). A morte celular pela interagdo dos polienos com o
ergosterol também pode ser resultante do aumento da permeabilidade da membrana
e consequente perda de potassio e de outros componentes citoplasmaticos
(ROGERS, 2002).

Os resultados do presente estudo sugeriram que a aplicagao do fitoterapico
nos materiais macios por meio do primer testado permitiu sua liberagdo gradual e
sempre dentro da CIM desejada, uma vez que as porcentagens iniciais proximas a
90% de inibicdo do biofiime fungico obtidas com o E. giganteum foram
progressivamente aumentadas ao longo dos 14 dias de incubagao. Tais achados
reforcam de forma positiva a terapia com sistema de liberacdo gradual de farmacos
em comparagdo a terapia convencional com antifungicos para o tratamento da
estomatite protética. Com a liberagdo gradativa do farmaco, é possivel manter uma
concentragdo terapéutica na mucosa infectada e regido interna da prétese pelo
periodo correspondente a vida util de um material resiliente temporario para prétese
(SCHNEID, 1992; TRUHLAR; SHAY; SOHNLE, 1994; MATSUURA et al., 1997;
NEPPELENBROEK et al., 2008; LIMA et al.,, 2016a, NEPPELENBROEK et al.,

2017), o qual é também equivalente ao tempo médio utilizado para o tratamento
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convencional para estomatite protética com nistatina tépica (WEBB et al., 1998;
BANTING; HILL, 2001; SANITA et al., 2011; MIMA et al., 2012; SILVA et al., 2012),
ou seja, 14 dias. Ao mesmo tempo, o revestimento da superficie interna da protese
pelo material superficialmente modificado pelo farmaco elimina o trauma resultante
do biofilme e da eventual falta de adaptacédo da area basal, prevenindo ainda a
aderéncia microbiana e restabelecendo o conforto ao paciente (HOLMBERG, 1980;
MEDEIROS; PACHECO, 2000; MARIN ZULUAGA; GOMEZ VELANDIA; RUEDA
CLAULJO, 2011).

Pelos resultados encontrados neste estudo, é possivel sugerir que o primer
do condicionador Rite-Line foi eficiente em manter os farmacos nas superficies dos
materiais resilientes temporarios durante os 14 dias de avaliagdo. Entretanto, ndo ha
qualquer informagédo no MSDS nem o fabricante descreve sobre a composigcao deste
produto utilizado para a mistura com os farmacos desta investigacdo. Da mesma
forma, ndo foram encontrados estudos prévios que tenham utilizado qualquer
produto do kit do condicionador tecidual Rite-Line (pd, liquido ou primer). Por fim, na
sua bula, sao descritos unicamente os passos para a utilizagdo de seus produtos,
nao havendo qualquer informagao sobre composigdo. Embora ndo seja fornecida a
composi¢ao do primer, o fabricante descreve que o liquido do Rite-Line € composto
basicamente (<80%) de um plastificante de dialquil ftalato, mas sem especificagbes
do seu tipo. Outros componentes como metil metacrilato (<20%) e toluidina (<5%)
também estédo descritos na formulagao do liquido, ndo sendo notificada a presenca
de alcool etilico. Por essa razao, € possivel que o primer desse material tenha algum
solvente ou monémero em sua composicao com o intuito de aumentar a adeséo a
resina acrilica para base de prétese. Pelo MSDS, nota-se que a maioria dos primers
que acompanham os kits de poé e liquido dos materiais reembasadores para base de
protese € constituida exclusivamente por mondmeros e/ou solventes. Como também
nao foram encontrados achados na literatura disponivel acerca da aplicacdo de
farmacos misturados a primers sobre materiais resilientes temporarios, apenas
comparagoes indiretas com tais produtos em polimeros de forma geral seréo
possiveis de serem estabelecidas para explicar os resultados desta investigagao.
Segundo Arima et al. (1996), os adesivos que possuem solventes podem dissolver a
superficie da resina acrilica para de base de protese e promover a interpenetragao

da resina de reembasamento. Tal essa reagao pode resultar na formagao de uma
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camada mista de resina de base e de reembasamento. J4 os adesivos que contém
mondmeros de metacrilato em sua composicdo possuem baixa capacidade para
dissolver a superficie da resina de base. Contudo, o monémero difunde-se na resina
de base, polimerizando-se simultaneamente com a resina reembasadora (ARIMA,;
MURATA; HAMADA, 1996). Como o primer do Rite-Line neste estudo nao foi
colocado entre a resina de base e a resina reembasadora, estando esta ultima
plastificada quando de sua aplicagdo, € mais provavel que a agao de penetrabilidade
tenha ocorrido por meio do (s) solvente (s) de sua composigédo. Assim, € possivel
que o tratamento com o primer associado aos farmacos tenha resultado em
alteracao superficial dos materiais resilientes temporarios levando a uma maior
penetracdo dos agentes antimicrobianos para os poros e canaletas criados pela
dissolugdo causada pela agdo do (s) solvente (s) de sua composi¢cao (ARIMA;
MURATA; HAMADA, 1996). Esse mecanismo foi suficiente para alimentar o sistema
de liberacdo gradual dos farmacos em concentragdes inibitérias desejaveis de

nistatina e E. giganteum para o biofilme de C. albicans durante 14 dias.

Ha uma dificuldade em manter as concentragbes efetivas de antifungicos
tépicos convencionais nas superficies internas das préteses e tecidos infectados
devido ao fluxo salivar, aos movimentos da lingua e da degluticdo (BANTING; HILL,
2001; MIMA et al., 2012). Ainda, a presenga de um biofilme complexo nas bases
acrilicas impedem a manutencado de niveis terapéuticos dos agentes antifungicos
tépicos e sistémicos nesses locais, conduzindo assim a reinfecgcdo da mucosa por
meio das proteses infectadas (DAVENPORT, 1972; CHAU et al., 1995; MATHABA,
DAVIES; WARMINGTON, 1995; SATO et al., 1997; PEREIRA et al.,, 2011;
SALERNO et al.,, 2011). Por fim, tratamentos com antifungicos convencionais
possuem rigorosa administragao e posologia, o que leva, muitas vezes, o paciente a
descontinuar seu uso (TRUHLAR; SHAY; SOHNLE, 1994; RADNAI et al., 2010). O
grande diferencial de um sistema de liberagdo gradual de um farmaco em
comparagao a terapia convencional com antifungicos para o tratamento da
estomatite protética € a possibilidade de manter uma dosagem terapéutica do
farmaco nos tecidos protéticos e paraprotéticos e superficies acrilicas por um
determinado periodo, praticamente eliminando a necessidade de participagdo do
paciente (TRUHLAR; SHAY; SOHNLE, 1994; RYALAT; DARWISH; AMIN, 2011). No

caso da utilizagdo de farmacos naturais, as vantagens sao ainda maiores em
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comparagao aos farmacos sintetizados quimicamente, em razdo do aparecimento
frequente de resisténcia microbiana pelo seu uso indiscriminado (ROGERS, 2002).
Além disso, os efeitos causados pelos medicamentos alopaticos, ainda que
minimizados pela liberagdo gradual e direta para o sitio da infec¢ao (ADDY, 1981,
PATEL et al., 2001; GEERTS; STUHLINGER; BASSON, 2008; AMIN et al., 2009;
SALIM et al., 2012a), podem ser de ordem sistémica e de toxicidade ou, até mesmo,
de interagbes farmaco-farmaco como ja comentado. (LOMBARDI; BUDTZ-
JORGENSEN, 1993; ROGERS, 2002; CASALINUOVO; DI FRANCESCO; GARACI,
2004). Considerando o potencial de liberagdo lenta e gradual do E. giganteum
verificado com as porcentagens de inibicdo progressivas obtidas neste estudo ao
longo de 14 dias, sugere-se o tratamento superficial dos materiais resilientes
temporarios para base de protese com esse fitoterapico para futuras investigagoes

como uma alternativa ao tratamento convencional para a estomatite protética.

As limitagcbes do presente estudo incluem que fatores clinicos como o
ambiente bucal e a conformacdo da base da prétese ndo foram considerados na
metodologia. O biofilme protético é altamente complexo e contém inumeras outras
espécies microbianas que nao foram testadas nesta metodologia. Além disso,
apenas uma marca comercial de cada tipo de material (condicionador de tecido e
reembasador resiliente temporario) foi avaliada, ndo podendo, dessa forma,
estender os resultados a outras marcas. O extrato do E. giganteum foi testado na
sua forma bruta, sendo necessarias pesquisas futuras para conhecer qual ou quais
componentes apresentaram a ag&o antifungica observada. Além disso, para indicar
a aplicacdo do E. giganteum nos materiais resilientes temporarios para base de
préteses, sdo necessarios estudos in vitro para avaliagao do efeito deste protocolo
sobre suas propriedades fundamentais como sor¢dao de agua e solubilidade,
morfologia superficial, resisténcia ao descolamento da base da protese, deformagao
permanente, dureza Shore A e resisténcia ao rasgamento. Métodos adicionais para
avaliacao do biofilme apds o tratamento proposto como os colorimétricos do ensaio
de reducao de sais de tetrazdlio- XTT e do ensaio de biomassa total por meio da
coloragédo com cristal violeta ndo puderam ser utilizados pela interferéncia da cor
liberada pelos componentes do E. giganteum. Durante seu uso na cavidade bucal,
os materiais resilientes temporarios podem sofrer estresses adicionais como

alteragdes térmicas, variagdes de pH e deformacéao pela carga oclusal.




Discussdo 73

Dessa forma, uma avaliacao final do tratamento para estomatite protética com
materiais resilientes temporarios modificados superficialmente por E. giganteum

somente poderia ser determinada por meio de estudos clinicos em pacientes.
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4 CONCLUSOES

Com base na metodologia empregada e nos resultados obtidos e

considerando as limitagées deste estudo in vitro, foi possivel concluir que:

v A aplicagdgo da CIM (0,100 g/mL) de extrato hidroetandlico de E.
giganteum misturado ao primer na superficie do condicionador tecidual e
reembasador resiliente temporario testados se mostrou efetiva na inibicao
do biofilme fungico em comparagédo a aplicagdo do primer apenas; este
resultado ndo variou significativamente em fungdo do tipo de material
resiliente temporario ou cepa de C. albicans testada (SC 5314 e ATCC
90028);

v" Aliberagdo do E. giganteum a partir da superficie dos materiais resilientes
temporarios se apresentou de forma gradual, o que permitiu que as
elevadas porcentagens de inibicdo fungica iniciais (préximas a 90%)
fossem ainda progressivamente aumentadas ao longo do tempo,
resultando, ao final de 14 dias, em niveis de eficacia estatisticamente

semelhantes aos obtidos com a nistatina;

v' A possibilidade de utilizar o E. giganteum de maneira similar a nistatina
em um sistema de liberacado controlada aplicavel a materiais para base de
préteses reforca a necessidade de estudos futuros sobre a avaliacdo da
efetividade deste protocolo como alternativa a terapias convencionais com

farmacos alopaticos em pacientes com estomatite protética.
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Apéndice B
B1 Obtencao do extrato hidroetandlico do E. giganteum

A obtengao do extrato hidroetandlico do E. giganteum seguiu a metodologia
utilizada no estudo de Alavarce et al. (2015). A coleta do E. giganteum foi realizada
no Jardim Botanico Municipal de Bauru, localizado as margens da rodovia
Comandante Jodo Ribeiro de Barros-SP 225 (22°20'30"S e 49°00'30"W). Foram
coletados aproximadamente 5 kg de material fresco de E. giganteum, os quais foram
preparados, identificados e depositados na Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquista Filho” (Bauru, SP, Brasil) sob o numero 5795. As partes aéreas da planta
foram secas em estufa a 45°C por 48 h (Mod. MA 035/5, Marconi Equipamentos
Laboratoriais Ltda., Piracicaba, SP, Brazil) e trituradas em liquidificador e, em
seguida, em moinho de facas (Mod. MA 048, Marconi Equipamentos Laboratoriais
Ltda., Piracicaba, SP, Brazil) para obtencdo de um p¢é fino, a fim de facilitar a

extragdo de seus constituintes quimicos (Figura 1A-C).

T

o
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FIGURA 1: Trituragdo das partes aéreas do E. gigantum: (A) Moinho de facas;
(B) Trituracao; (C) P6 do fitoterapico resultante da trituracdo.

A extracao foi feita por percolagao (Percolador VT-0965, Merse Artigos P/
Laboratorio Ltda., Campinas, SP, Brazil) do p6 com solvente orgénico etanol a 70% -
EtOH/H20 (7:3 v/v) em temperatura ambiente. O material moido (1,468 kg) foi
previamente intumescido com 2 L de EtOH/H20 durante 2 h em béquer (Figura 2A).
Apos esse periodo, o percolador foi empacotado com a mistura do pé e solvente
(Figura 2B-C). A altura do enchimento obedeceu a proporgao 5:1 (referente ao

volume do percolador e do material vegetal). A vazao do percolador foi entre 1-2,0
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mL.min-1Kg de material vegetal (Figura 2D). Apdés a extragdo, a solugao foi
concentrada em Evaporador Rotativo (Heidolph rotavac, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) (Figura 2E), sob pressédo reduzida em temperatura inferior a
40°C e, entédo, submetida a remocgao total dos solventes organicos (Figura 2F). Ao
final, o extrato liquido foi mantido congelado (-20°C) em freezer (Figura 2G) até o
momento da liofilizagao, para obtencao do extrato hidroetandlico em p6 (EtOH 70%).
Apods condensar aproximadamente 500 mL de extrato em Evaporador Rotativo, a
amostra final obtida foi dividida em 10 tubos cénicos de 15 mL (5 mL em cada) e os
mesmos foram congelados a -20°C por 24 h. Apds esse periodo, os tubos foram
colocados em béqueres de 600 mL e de 300 mL préprios do liofilizador (FreeZone®
2.5 Liter Feeze Dry Systems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) e
encaixados com as suas respectivas tampas, contendo filtros que impedem o
extravasamento do conteudo do frasco para o interior da maquina, em diferentes
bocais do aparelho. O processo iniciou-se por meio do ajuste automatico do
equipamento. Por se tratar de tecidos vegetais, utilizou-se a temperatura da amostra
em torno de -40°C e a temperatura do coletor do aparelho em -80°C, por
aproximadamente 60 h. Quando a temperatura do aparelho alcancou -80°C e o
vacuo associado ao aparelho alcangou aproximadamente 0,133 mbar, o aparelho
iniciou o procedimento de liofilizagdo (Figura 2H). Apdés 60 h, as amostras foram
retiradas do aparelho e o vacuo foi liberado. Com o auxilio de espatulas e pincéis, a
amostra (em po) foi retirada dos tubos e acondicionada em um recipiente de vidro ja
tarado para se conhecer posteriormente o rendimento da amostra (8,24%) (Figura
2l). As amostras foram armazenadas em dessecador plastico (Mod. 08010-250,
Alquilabor Suprimentos Analiticos, S&o José dos Campos, SP, Brazil) mantido a

vacuo para evitar o umedecimento das mesmas até sua utilizagao.
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FIGURA 2: Percolagéo, concentragéo e liofilizacdo do E. giganteum: (A) Entumecimento com EtOH/H20
por 2 h; (B) Percolador empacotado; (C) Extragdo em percolador- colocacdo do material vegetal
entumecido acima e enchimento na propor¢do 5:1; (D) Solugdo resultante da percolagdo; (E)
Rotaevaporador; (F) Concentragdo da solugéo no rotaevaporador para obtencdo do extrato liquido; (G)
Congelamento do extrato liquido; (H) Liofilizagdo do extrato congelado para obtengéo do extrato em p¢; (1)
extrato hidroetanolico em pé.
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B2 llustracao da metodologia

A metodologia da confecgdo dos corpos de prova de forma asséptica em
camara de fluxo laminar com ambos os materiais resilientes selecionados para este
estudo esta ilustrada na Figura 3. A aplicagao superficial do fitoterapico nos corpos
de prova por meio do primer foi realizada como ilustrado na Figura 4.

FIGURA 3: Confecgéo asséptica dos corpos de prova- (A) Materiais utilizados no interior na
camera de fluxo laminar; (B) Proporgdo individual dos pdés dos materiais resilientes
temporarios; (C) Proporgéo individual dos liquidos dos materiais; (D) Manipulagéo apods
incorporagé@o do p6 ao liquido; (E) Colocagdo do material na matriz metalica (10 mm x 1
mm); (F) Prensagem para plastificagdo entre placas de vidro; (G) Remogao dos excessos;
(H) Corpos de prova finalizados (10 mm x 1 mm) em pogos de placas de cultura.
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FIGURA 4: Aplicacao superficial do fitoterapico nos corpos de prova- (A) Materiais utilizados; (B
E. giganteum na CIM estabelecida; (C) Propor¢ao do primer (1 mL); (D) Mistura do primer ao
fitoterapico; (E) Aplicagao da mistura na superficie do corpo de prova em cada pocgo de cultura; (F)
Corpos de prova pertencentes aos diferentes grupos de estudo (tratados ou ndo superficialmente).

A metodologia de contagem de colbnias viaveis em placas de Petri (UFC/mL)

utilizada neste estudo para a avaliagao da inibicado do biofilme fungico esta ilustrada

na Figura 5.
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FIGURA 5: Contagem de col6nias viaveis (UFC/mL) — (A) Biofilme formado sobre os corpos
de prova nos pocgos da placa de cultura; (B) Lavagem dos corpos de prova com PBS para
remogdo das células nado aderidas; (C) Raspagem do biofime dos corpos de prova; (D)
Homogeneizagéo do biofilme raspado por meio de pipetagens; (E) Diluicdes seriadas em PBS
entre 101 a 10 das suspensdes homogeneizadas nos pogos da placa de cultura; (F) Tampa
da placa de cultura com a identificagdo das diluigbes seriadas por grupo de estudo; (G)
Pipetagem de uma aliquota de 25 yL de cada diluicdo por quadrante da placa de Petri
contendo Agar Sabouraud Dextrose; (H) Espalhamento de cada aliquota com alga de
Drigalski; () Placa de Petri com colbnias viaveis referentes a cada diluigdo ap6s 48 h de
incubagdo a 37° C para a quantificagdo de UFC/mL e porcentagens de inibi¢cdo fungica.




116 Apéndice

Apéndice C

Tabela C1- Valores médios de UFC/mL e porcentagens de inibicdo do biofilme de C.
albicans SC 5314 formado sobre o material Coe-Comfort apds os diferentes

tratamentos superficiais no periodo de incubagao de 24 h.

Tratamento UFC/mL % de inibigao

Ct 400000 -

Ct 56000 -

Ct 23200 -

Ct 3440000 -

Ct 3120000 -

Ct 3720000 -

Ct 436000 -

Ct 344000 -

Ct 1112000 -
EG 2800 94,80
EG 18800 69,29
EG 19600 99,79
EG 4000 99,88
EG 3200 99,90
EG 800 99,98
EG 84000 80,73
EG 44000 87,21
EG 78000 92,99
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00

Ct: controle (primer sem farmaco); EG: E. giganteum; Nis: nistatina
% de inibicdo pelo primer modificado com farmacos em relagédo ao controle (apenas primer)
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Tabela C2- Valores médios de UFC/mL e porcentagens de inibigdo do biofilme de C.

albicans SC 5314 formado sobre o material Coe-Soft apdés os diferentes

tratamentos superficiais no periodo de incubacgao de 24 h.

Tratamento UFC/mL % de inibigcao

Ct 1000000 -

Ct 4800 -

Ct 2000 -

Ct 4000000 -

Ct 3600000 -

Ct 3600000 -

Ct 640000 -

Ct 52000 -

Ct 80000 -
EG 13200 96,70
EG 16000 71,43
EG 52000 0,00
EG 204000 94,07
EG 112000 96,41
EG 7200 99,81
EG 28000 93,58
EG 198000 54,59
EG 29800 93,17
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00

Ct: controle (primer sem farmaco); EG: E. giganteum; Nis: nistatina

% de inibicdo pelo primer modificado com farmacos em relagéo ao controle (apenas primer)
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Tabela C3- Valores médios de UFC/mL e porcentagens de inibicdo do biofilme de C.
albicans ATCC 90028 formado sobre o material Coe-Comfort apds os diferentes

tratamentos superficiais no periodo de incubacgao de 24 h.

Tratamento UFC/mL % de inibicao

Ct 13600 -

Ct 10800 -

Ct 17200 -

Ct 13600 -

Ct 10800 -

Ct 17200 -

Ct 212000 -

Ct 30000 -

Ct 376000 -
EG 10000 99,69
EG 10800 99,65
EG 5600 99,71
EG 600 99,99
EG 0 100,00
EG 800 99,99
EG 48000 77,36
EG 16000 95,74
EG 16000 95,74
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00

Ct: controle (primer sem farmaco); EG: E. giganteum; Nis: nistatina
% de inibicdo pelo primer modificado com farmacos em relagédo ao controle (apenas primer)
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Tabela C4- Valores médios de UFC/mL e porcentagens de inibigdo do biofilme de C.
albicans ATCC 90028 formado sobre o material Coe-Soft apds os diferentes

tratamentos superficiais no periodo de incubacgao de 24 h.

Tratamento UFC/mL % de inibigcao

Ct 3200 -

Ct 3600 -

Ct 8800 -

Ct 44000 -

Ct 64000 -

Ct 112000 -

Ct 24000 -

Ct 8400 -

Ct 3200 -
EG 0 100,00
EG 2000 99,94
EG 0 100,00
EG 400 100,00
EG 2800 99,99
EG 4800 99,96
EG 12000 50,00
EG 58000 0,00
EG 40000 99,50
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00

Ct: controle (primer sem farmaco); EG: E. giganteum; Nis: nistatina
% de inibicdo pelo primer modificado com farmacos em relagéo ao controle (apenas primer)
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Tabela C5- Valores médios de UFC/mL e porcentagens de inibicdo do biofilme de C.
albicans SC 5314 formado sobre o material Coe-Comfort apds os diferentes

tratamentos superficiais no periodo de incubagao de 7 dias.

Tratamento UFC/mL % de inibicao
Ct 28400000 -
Ct 29200000 -
Ct 12800000 -
Ct 1280000 -
Ct 1000000 -
Ct 840000 -
Ct 1280000 -
Ct 1640000 -
Ct 2000000 -
EG 16800 99,94
EG 11200 99,96
EG 7200 99,94
EG 176000 92,50
EG 112000 87,60
EG 144000 86,67
EG 272000 78,75
EG 364000 77,80
EG 64000 96,80
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00

Ct: controle (primer sem farmaco); EG: E. giganteum; Nis: nistatina
% de inibicdo pelo primer modificado com farmacos em relagédo ao controle (apenas primer)
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Tabela C6- Valores médios de UFC/mL e porcentagens de inibigdo do biofilme de C.
albicans SC 5314 formado sobre o material Coe-Soft apdés os diferentes

tratamentos superficiais no periodo de incubagao de 7 dias.

Tratamento UFC/mL % de inibigcao

Ct 8800000 -

Ct 20400000 -

Ct 21200000 -

Ct 1720000 -

Ct 1400000 -

Ct 1280000 -

Ct 9600000 -

Ct 16800000 -

Ct 8400000 -
EG 800000 90,91
EG 1320000 93,53
EG 1360000 93,58
EG 3200 99,81
EG 4400 99,69
EG 5600 99,56
EG 400000 95,83
EG 400000 97,62
EG 80000 99,05
Nis 400 100,00
Nis 120000 99,41
Nis 40000 99,81
Nis 400 99,98
Nis 120000 91,43
Nis 40000 96,88
Nis 1600 99,98
Nis 44000 99,74
Nis 0 100,00

Ct: controle (primer sem farmaco); EG: E. giganteum; Nis: nistatina
% de inibicdo pelo primer modificado com farmacos em relagéo ao controle (apenas primer)
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Tabela C7- Valores médios de UFC/mL e porcentagens de inibicdo do biofilme de C.
albicans ATCC 90028 formado sobre o material Coe-Comfort apds os diferentes

tratamentos superficiais no periodo de incubagao de 7 dias.

Tratamento UFC/mL % de inibicao

Ct 2840000 -

Ct 2000000 -

Ct 3080000 -

Ct 960000 -

Ct 840000 -

Ct 720000 -

Ct 2640000 -

Ct 3440000 -

Ct 10800000 -
EG 6800 99,76
EG 3200 99,84
EG 5600 99,82
EG 56000 94,17
EG 32000 96,19
EG 24000 96,67
EG 128000 95,15
EG 400000 88,37
EG 152000 98,59
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00

Ct: controle (primer sem farmaco); EG: E. giganteum; Nis: nistatina
% de inibicdo pelo primer modificado com farmacos em relagédo ao controle (apenas primer)
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Tabela C8- Valores médios de UFC/mL e porcentagens de inibigdo do biofilme de C.

albicans ATCC 90028 formado sobre o material Coe-Soft apds os diferentes

tratamentos superficiais no periodo de incubagao de 7 dias.

Tratamento UFC/mL % de inibigcao

Ct 1920000 -

Ct 1640000 -

Ct 1960000 -

Ct 1520000 -

Ct 1960000 -

Ct 1000000 -

Ct 8000000 -

Ct 2000000 -

Ct 4000000 -
EG 240000 87,50
EG 560000 65,85
EG 600000 69,39
EG 400 99,97
EG 3200 99,84
EG 2000 99,80
EG 32000 99,60
EG 20000 99,00
EG 6400 99,84
Nis 2000 99,90
Nis 0 100,00
Nis 800 99,96
Nis 2000 99,87
Nis 0 100,00
Nis 800 99,92
Nis 8000 99,90
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00

Ct: controle (primer sem farmaco); EG: E. giganteum; Nis: nistatina

% de inibicdo pelo primer modificado com farmacos em relagéo ao controle (apenas primer)
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Tabela C9- Valores médios de UFC/mL e porcentagens de inibicdo do biofilme de C.
albicans SC 5314 formado sobre o material Coe-Comfort apds os diferentes

tratamentos superficiais no periodo de incubagao de 14 dias.

Tratamento UFC/mL % de inibicao
Ct 8400000 -
Ct 13200000 -
Ct 10800000 -
Ct 7600000 -
Ct 6800000 -
Ct 5600000 -
Ct 7200000 -
Ct 6000000 -
Ct 4800000 -
EG 1080000 87,14
EG 1040000 92,12
EG 920000 91,48
EG 0 100,00
EG 0 100,00
EG 0 100,00
EG 400000 94,44
EG 0 100,00
EG 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00

Ct: controle (primer sem farmaco); EG: E. giganteum; Nis: nistatina
% de inibicdo pelo primer modificado com farmacos em relagédo ao controle (apenas primer)
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Tabela C10- Valores médios de UFC/mL e porcentagens de inibigdo do biofilme de
C. albicans SC 5314 formado sobre o material Coe-Soft apdés os diferentes

tratamentos superficiais no periodo de incubacgao de 14 dias.

Tratamento UFC/mL % de inibicao

Ct 26800000 -

Ct 29600000 -

Ct 37200000 -

Ct 5200000 -

Ct 4400000 -

Ct 4000000 -

Ct 5200000 -

Ct 6400000 -

Ct 3600000 -
EG 23600 99,91
EG 2400000 91,89
EG 2000000 94,62
EG 800 99,98
EG 1200 99,97
EG 1600 99,96
EG 800000 84,62
EG 400000 93,75
EG 0 100,00
Nis 800 99,99
Nis 0 100,00
Nis 400 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00

Ct: controle (primer sem farmaco); EG: E. giganteum; Nis: nistatina
% de inibicdo pelo primer modificado com farmacos em relagéo ao controle (apenas primer)
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Tabela C11- Valores médios de UFC/mL e porcentagens de inibicdo do biofilme de
C. albicans ATCC 90028 formado sobre o material Coe-Comfort apds os

diferentes tratamentos superficiais no periodo de incubacao de 14 dias.

Tratamento UFC/mL % de inibicao
Ct 25200000 -
Ct 14400000 -
Ct 24400000 -
Ct 3600000 -
Ct 2800000 -
Ct 4400000 -
Ct 7200000 -
Ct 6000000 -
Ct 4800000 -
EG 5600 99,98
EG 4800 99,97
EG 800 100,00
EG 400 99,99
EG 400 99,99
EG 400 99,99
EG 0 100,00
EG 0 100,00
EG 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00

Ct: controle (primer sem farmaco); EG: E. giganteum; Nis: nistatina
% de inibicdo pelo primer modificado com farmacos em relagédo ao controle (apenas primer)
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Tabela C12- Valores médios de UFC/mL e porcentagens de inibigdo do biofilme de

C. albicans ATCC 90028 formado sobre o material Coe-Soft apos os diferentes

tratamentos superficiais no periodo de incubacgao de 14 dias.

Tratamento UFC/mL % de inibigcao
Ct 4800000 -
Ct 6400000 -
Ct 2360000 -
Ct 6800000 -
Ct 4800000 -
Ct 3600000 -
Ct 3200000 -
Ct 2400000 -
Ct 4400000 -
EG 320000 93,33
EG 1160000 81,88
EG 280000 88,14
EG 800 99,99
EG 400 99,99
EG 800 99,98
EG 0 100,00
EG 0 100,00
EG 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00
Nis 0 100,00

Ct: controle (primer sem farmaco); EG: E. giganteum; Nis: nistatina

% de inibicdo pelo primer modificado com farmacos em relagéo ao controle (apenas primer)
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Tabela C13- ANOVA 4 fatores para os dados de porcentagens de inibigao.

Efeito Soma dos Graus de Média F P

quadrados liberdade quadratica

1329056,9685  1,0000  1329056,9685 15090,9205 0,0000
Material (A) 181,8171 1,0000 181,8171 2,0645 0,1519

Tratamento (B) 667658,5700 2,0000 333829,2850  3790,5006 0,0000

Cepa (C) 24,6245 1,0000 24,6245 0,2796 0,5974
Periodo (D) 775,7432 2,0000 387,8716 4,4041 0,0131
A*B 307,3394 2,0000 153,6697 1,7449 0,1765
A*C 13,3548 1,0000 13,3548 0,1516 0,6973
B*C 31,6634 2,0000 15,8317 0,1798 0,8356
A*D 181,4463 2,0000 90,7232 1,0301 0,3583
B*D 1593,8097 4,0000 398,4524 4,5243 0,0015
C*D 4,8438 2,0000 2,4219 0,0275 0,9729
A*B*C 44,5527 2,0000 22,2764 0,2529 0,7767
A*B*D 420,5245 4,0000 105,1311 1,1937 0,3137
A*C*D 94,1387 2,0000 47,0693 0,5345 0,5866
B*C*D 27,3903 4,0000 6,8476 0,0778 0,9890
A*B*C*D 237,1291 4,0000 59,2823 0,6731 0,6111

Erro 25364,1523  288,0000 88,0700
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