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Resumo

Este estudo avaliou a toxicidade de antifungicos puros e complexados com
B-ciclodextrina sobre o microcrustaceo Artemia salina. Para a eclosdo dos
ovos dos microcrustaceos, foi preparada uma solucdo salina na
concentragdo de 36 g/L de sal marinho em 4gua destilada, a qual foi mantida
em agitacado e a 25°C-35°C por 48 h. Solu¢des-mée (1 mg/mL) dos farmacos
clorexidina (CIx) e nistatina (Nis), em suas formas puras e complexadas com
B-ciclodextrina (BCD), foram preparadas em metanol. Solucdes de trabalho
foram obtidas nas concentragbes 125, 250, 375, 500, 750 e 1.000 pg/mL.
Como controle positivo, foi utilizado o sulfato de quinidina nas mesmas
concentragdes e, como controle negativo, apenas solucao salina. Entao, 10
nauplios de Artemia salina foram transferidos a cada tubo de ensaio com 5
mL de solugéo salina. A contagem de nauplios vivos e mortos foi realizada
apo6s 24 e 48 h. A analise de Probit foi utilizada para determinar a
concentragdo letal (CLso) de cada farmaco. Ambas as formas da Nis
apresentaram ClLsp acima de 1,5 mg/mL. As CLsp da CIx em suas formas
pura e complexada com BCD foram muito inferiores as da Nis nos dois
periodos de avaliacéo, indicando que a CIx € muito mais toxica, porém sua
forma complexada tem menor toxicidade.

Introducéo

A estomatite protética € uma infecgdo oportunista que possui etiologia
multifatorial (BANTING e HILL, 2001) e que tem como principal fator causal a
infecgdo por Candida albicans (MARTINS e DE LACERDA GONTIJO, 2017).
Outros fatores predisponentes incluem o trauma causado pelo uso de proteses
desadaptadas, hipossalivacdo (BARBEAU et al., 2003), alteragdo do pH da
saliva, ma higiene bucal (LOMBARDI e BUDTZ-JORGENSEN, 1993), entre
outros.

Dentre os tratamentos disponiveis, incluem-se melhoria na higiene
bucal e das préteses, substituicdo, ajuste e/ou reembasamento das
préteses, terapia antifungica tOpica e/ou sistémica, interrupcdo do uso
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noturno das proteses, laserterapia e terapia fotodindmica (MIMA et al.,
2012). No entanto, mesmo quando a terapia antifUngica é instituida, é
comum observar um quadro de reinfecgdo da mucosa bucal em até duas
semanas. Essa reincidéncia tem sido atribuida a fatores como concentracao
insuficiente dos farmacos sobre a superficie protética que mantém contato
com os tecidos bucais e o uso continuo das proteses desadaptadas e
contaminadas (SATO et al., 1997).

Outra modalidade de tratamento que vem sendo estudada é a
incorporacao de farmacos antifungicos, como a nistatina (Nis) e a clorexidina
(Clx), em materiais condicionadores de tecidos e reembasadores resilientes
(BUENO et al., 2015). Dentre os beneficios dessa terapia, podem-se citar a
adaptacao da proétese e reducdo do trauma a mucosa subjacente devido a
utilizacdo de material macio, o maior tempo de contato dos farmacos com os
tecidos infectados e a independéncia da participacdo dos pacientes durante
o tratamento (TRUHLAR et al., 1994). A incorporacdo de Nis e CIx nesses
materiais mostrou-se efetiva na inibicdo do crescimento de biofilme de C.
albicans (BUENO et al., 2015) e néo resultou em alteragcbes clinicamente
relevantes em suas propriedades fisicas e mecanicas (URBAN et al., 2015;
BUENO et al., 2017). No entanto, a fim de melhorar a liberacdo destes
farmacos pouco soluveis, aumentar sua estabilidade fisico-quimica, reduzir
toxicidade e otimizar sua atividade antimicrobiana, a formacéo de complexos
de inclusdo com ciclodextrinas tem sido proposta (DUCHENE e
WOUESSIDJEWE, 2008).

Para comprovar a efetividade e seguranca de novos tratamentos,
testes laboratoriais e em animais devem ser realizados. Dentre os quais,
pode-se citar 0 ensaio biolégico utilizando o microcrustaceo Artemia salina,
que é considerado um teste preliminar de avaliacdo de toxicidade e
apresenta vantagens de rapidez de execucdao, praticidade, confiabilidade e
custo reduzido (MEYER et al., 1982). Desse modo, este estudo teve como
objetivo avaliar a toxicidade dos antifungicos Nis e CIx puros e complexados
com B-ciclodextrina sobre o microcrustaceo Artemia salina.

30° Encontro Anual de Iniciagao Cientifica
10° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica Jdnior

Materiais e métodos
Eclosao dos ovos

Primeiramente, foi necessario criar um ambiente favoravel para a
ecloséo dos ovos de Artemia salina (Maramar Aquacultura, Rio de Janeiro,
RJ, Brasil), o qual foi preparado adaptando a metodologia de Meyer e
colaboradores (MEYER et al.,, 1982). Uma solucdo salina com agua
destilada e sal marinho foi preparada na concentracdo de 36 g/L.
Previamente a colocacdo dos ovos, esta solugdo foi mantida aerada
utilizando um compressor de ar durante 30 min. Além disso, foi utilizado um
agitador magnético (QUIMIS, Joinville, SC, Brasil) para manter a solu¢gdo em
constante agitacdo até a eclosdo dos ovos. O meio foi mantido em uma
temperatura entre 25°C a 35°C, utilizando uma luminaria com lampada
incandescente. Apos esse preparo, 200 mg de ovos foram colocados na
solugéo, onde permaneceram por 48 h.
Ensaio de toxicidade
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Para determinar a concentragdo letal (CLsg) da Nis (Fleming
Manipulacbes Farmacéuticas, Ponta Grossa, PR, Brasil) e CIx (Sigma-
Aldrich®, Sao Paulo, SP, Brasil), em suas formas puras e complexadas com
B-ciclodextrina (Sigma-Aldrich®), foram preparadas, inicialmente, solu¢ées-
maes de cada farmaco na concentracdo de 1 mg/mL. O mesmo foi feito para
o sulfato de quinidina, que serviu como controle positivo.

Os farmacos foram solubilizados em 50 mL de metanol P.A. (F. Maia
Ind. e Com. Ltda., Mogi das Cruzes, SP, Brasil) sob agitacdo magnética.
Diferentes volumes dessas solugbes-mae foram pipetados e transferidos
para tubos de ensaio, os quais foram mantidos em estufa a 50°C por 120 h
para a evaporacdo do metanol. O conteuddo de cada tubo foi entdo
ressuspendido com 5 mL de solucédo salina, obtendo solugbes-filhas nas
concentragdes de 125 pg/mL, 250 pg/mL, 375 pg/mL, 500 pg/mL, 750 pg/mL
e 1.000 pg/mL. Na sequéncia, dez nauplios de Artemia salina foram
transferidos para cada tubo de ensaio. Os mesmos tiveram sua parte
externa envolta por papel aluminio e foram mantidos fora da claridade da luz
e em temperatura ambiente.

A contagem de nauplios vivos e mortos deu-se por sua motilidade e
foi realizada apdés 24 h e 48 h, por meio da visualizagdo a olho nu sob
iluminacdo. Esse experimento foi realizado em triplicata e em trés ocasioes
diferentes.

Andlise estatistica

Para determinar a CLso de cada farmaco, os dados foram tabulados
em planilha Excel (Microsoft® Excel, 2016) e, entdo, analisados
estatisticamente utilizando o software SPSS (IBM SPSS 19; SPSS Inc., IBM
Company, Armonk, NY, EUA) por meio da analise PROBIT pelo Método de
Finney (StatPlus:mac Pro® Version 7, AnalystSoft Inc.;
http://www.analystsoft.com) com intervalo de confianca de 95%.
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Resultados e Discussao

A curva dose-resposta da sobrevivéncia em relagdo a concentracao
dos farmacos em 24 e 48 h é apresentada na Figura 1. A Nis e o complexo
Nis:BCD apresentaram ClLso acima de 1,5 mg/mL, e foram muito menos
toxicos do que a Clx pura e complexada, as quais apresentaram CLso abaixo
de 0,5 mg/ml nos dois periodos de avaliagdo. A toxicidade da ClIx ja foi
descrita por outros trabalhos, tanto in vitro quanto em animais e humanos, e
o complexo CIx:BCD apresentou uma CLsp em 48 h bastante superior a sua
forma pura, indicando ser menos toxico.
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Figura 1 — Curvas dose-resposta da sobrevivéncia de Artemia salina aos diferentes
farmacos para a determinacao da concentracéo letal (CLso) apds 24 e 48 h.

Conclusbes

Os grupos Nis e Nis:BCD apresentam menor toxicidade comparados a Clx e
a CIx:BCD, sendo o grupo complexado ainda menos toxico que sua forma
pura.
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