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Resumo

Este estudo avaliou a citotoxicidade da clorexidina (CIx) e nistatina (Nis) em
suas formas puras e complexadas com B-ciclodextrina (BCD) sobre células
fibroblasticas 3T3. As células foram plagueadas em placas de 96 pocos na
concentracdo de 1x10° células/poco com meio RPMI suplementado com 1%
de soro fetal bovino e mantidas durante 48 h em incubadora. Na sequéncia,
os tratamentos foram aplicados na faixa de concentracdes inibitorias
minimas de Candida albicans. Apds 72 h em contato com as ceélulas, a
viabilidade celular foi avaliada utilizando os ensaios do Vermelho Neutro
(VN) e do brometo de tetrazélio (MTT). Esse experimento foi realizado em
triplicata. Ademais, a morfologia celular foi analisada utilizando a coloracao
May Grunwald-Giemsa. Os dados foram analisados por ANOVA 1-fator/teste
de Tukey HSD (0=0,05). A ClIx apresentou citotoxicidade significativa na
concentragcéo de 8 pg/mL (10,6 £ 12,5% no VN e 12,9 £ 9,6% no MTT), e
promoveu alteracdes morfologicas importantes. Os demais farmacos
apresentaram viabilidade acima de 70% nos dois testes e ndo provocaram
alteracdes morfologicas as células, indicando serem opcdes biocompativeis
para o tratamento de infec¢bes causadas por Candida.

Introducgao

A candidose bucal € a infeccdo fungica mais frequente em humanos
(AKPAN e MORGAN, 2002) e quando esta associada ao uso de proteses
removiveis recebe a denominagdo de estomatite protética (COELHO et al.,
2004). A estomatite protética possui etiologia multifatorial (BANTING e HILL,
2001), sendo causada principalmente por Candida albicans (MARTINS e DE
LACERDA GONTIJO, 2017).

Mesmo quando a terapia antifingica é instituida, € comum observar
um quadro de reinfeccdo da mucosa bucal em até duas semanas apos o
tratamento. Essa reincidéncia tem sido atribuida a fatores como a rapida
dissolucéo e eliminacdo dos farmacos da cavidade bucal devido ao fluxo
salivar, movimentos da lingua (BANTING e HILL, 2001) e da degluticdo
(URBAN et al., 2006).
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Uma modalidade de tratamento que vem sendo estudada € a
incorporacdo de farmacos antifungicos em materiais condicionadores de
tecidos e reembasadores resilientes (BUENO et al., 2015). Dessa forma, os
farmacos ficariam por mais tempo em contato com os tecidos infectados e
haveria a eliminagdo do contato da superficie interna contaminada das
préteses com os tecidos bucais (SCHNEID, 1992). A incorporacdo de
nistatina (Nis) e clorexidina (CIx) nesses materiais mostrou-se efetiva na
inibicdo do crescimento de biofilme de C. albicans (BUENO et al., 2015) e
ndo resultou em alteracdes significantes em suas propriedades fisico-
mecanicas (BUENO et al., 2017). A fim de aumentar a estabilidade, reduzir a
toxicidade e otimizar a atividade antimicrobiana desses farmacos, a
formacdo de complexos de inclusdo com ciclodextrinas tem sido proposta
(DUCHENE e WOUESSIDJEWE, 1990).

Anteriormente a realizacdo de estudos com humanos, € necessario
comprovar a efetividade e seguranca desses novos tratamentos. Com isso, 0
objetivo desse estudo é avaliar a citotoxicidade da CIx e Nis puras e
complexadas com 3-ciclodextrina sobre células fibroblasticas 3T3.

Materiais e métodos
Materiais
Foram utilizados os antifungicos nistatina (Nis; Amanda Manipulacdes

Farmacéuticas, Ponta Grossa, PR, Brasil) e clorexidina (Clx; Sigma Aldrich®,
St. Louis, MO, EUA) em suas formas puras ou complexadas com J-
ciclodextrina (BCD; Sigma Aldrich®).
Cultivo Celular

Células de fibroblasto murino (3T3) (Banco de Células do Rio de
Janeiro, cédigo 0017) foram cultivadas em meio de cultivo completo (RPMI,
10% de soro fetal bovino e antibioticos). As células foram mantidas a 37°C,
sob atmosfera de 5% de CO..
Tratamento do cultivo celular e testes de citotoxicidade

As células foram adicionadas em placas de 96 pocos (1x10°
células/poco). Apdés 24 h, o meio de cultura foi retirado e, entdo, foram
adicionados os tratamentos: ClIx: 8 yg/mL; CIx:BCD: 8 pg/mL; Nis: 0,125
Mg/mL; Nis:BCD: 4 pg/mL; e BCD: 32 pg/mL. Como controle negativo, as
células foram incubadas com DMSO (Sigma—Aldrich®). A citotoxicidade foi
avaliada com os métodos Vermelho Neutro (VN) e MTT. Os experimentos
foram realizados em quadruplicata e repetidos em trés ocasifes diferentes.
A morfologia celular foi analisada utilizando a coloracdo May Grinwald-
Giemsa.
Analise estatistica

Utilizou-se a Analise de Variancia (ANOVA 1-fator) e pos-teste de
Tukey HSD. Foi adotado um nivel de significancia de 95% e a = 0,05. Os
testes foram realizados utilizando o software GraphPad Prisma (verséo 7.00,
San Diego, Califérnia, EUA).

Resultados e Discussao
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Figura 1 — Citotoxicidade da Clx em suas formas pura ou complexada
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C: controle (DMSO); Clx: clorexidina; BCIx: clorexidina complexada com B-ciclodextrina; e
BCD: B-ciclodextrina. (A): MTT, (B): Vermelho Neutro. Cada barra representa a média + o
desvio padrao da média. **** p < 0,0001, ** p < 0,01 em relacdo ao controle.

Figura 2 - Citotoxicidade da Nis em suas formas pura ou complexada

120 120
A : B

100+

g
1

% Viabilidade Celular
3
1

% Viabilidade Celular

80+ 80
60
40+ 40+

20 20

0-

C Nis BNis BCD C Nis BNis BCD

C: controle (DMSO); Nis: nistatina; BNis: nistatina complexada com B-ciclodextrina; e BCD:
B-ciclodextrina. (A): MTT, (B): Vermelho Neutro. Cada barra representa a média + o desvio
padrao da média. * p < 0,05 em relacdo ao controle.

A CIx apresentou alto potencial citotéxico, enquanto sua forma complexada
com BCD nédo. A Nis nao apresentou atividade citotoxica nem mesmo em
sua forma pura. Apesar dos valores de viabilidade dos grupos Nis, BNis e
BCD terem apresentado diferenca significativa quando comparados ao
controle, tal diferenca ndo € biologicamente relevante, visto que valores de
VN e MTT acima de 70% n&o sao considerados citotoxicos (ISO 10993).

Flgura 3 — Analise da morfologla celular de fibroblastos 3T3
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Alteracdes morfolégicas encontradas nas células de fibroblasto murino 3T3 apds incubacao
com meio RPMI suplementado e o veiculo (DMSO, A), CIx (B), BCIx (C), BCD (D), Nis (E) ou
BNis (F). Aumento de 400x (letras) e 1000x (letra +1). Coloragéo de May Griinwald-Giemsa.

Pode-se perceber que as células expostas a Nis, BCIx, BNis e BCD néo
apresentaram alteracbes morfologicas. No entanto, as células expostas a
Clx apresentaram caracteristicas de comprometimento celular, tais como
condensacao da cromatina (=) e arredondamento celular (A).

Conclusbes

Dentre os farmacos testados, somente a CIx pura apresentou atividade
citototoxica. Os demais farmacos nao causaram danos celulares
significativos, indicando serem opg¢des biocompativeis para o tratamento de
infec¢des causadas por Candida.
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