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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

A estomatite protética, o processo inflamatério mais frequente associado a reabilitacdo com
préteses removiveis, é causada principalmente pela infeccdo fungica por Candida albicans. O
tratamento com medicamentos antifungicos é desafiador devido a alta taxa de recorréncia e as
limitacdes dos medicamentos tépicos. A dificuldade em alcancar concentragdes terapéuticas e
0 sabor amargo prejudicam a adeséo do paciente ao tratamento, enquanto 0 uso sistémico exige
cautela devido aos potenciais efeitos colaterais e ao risco do desenvolvimento de resisténcia.

Portanto, o desenvolvimento de tratamentos alternativos, como nanofibras poliméricas
sintetizadas por eletrofiacdo, mostra-se vantajoso. A liberacdo controlada do antifingico
incorporado a um biomaterial aumenta a atividade terapéutica, mantendo o contato com a
mucosa infectada, reduzindo a toxicidade, os efeitos colaterais e a frequéncia de administracao.
Além disso, esse sistema alivia a responsabilidade do paciente pela administracdo direta,
beneficiando especialmente usuérios de préteses removiveis, que pode enfrentar dificuldades

na autoadministracdo de medicamentos, como 0s id0sos.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

Prosthetic stomatitis, the most common inflammatory process associated with removable
prosthesis rehabilitation, is primarily caused by fungal infection from Candida albicans.
Treatment with antifungal medications is challenging due to the high recurrence rate and
limitations of topical drugs. Difficulty in achieving therapeutic concentrations and the bitter
taste hinder patient adherence to treatment, while systemic use requires caution due to potential
side effects and the risk of developing resistance.

Therefore, the development of alternative treatments, such as electrospun polymer nanofibers,
proves advantageous. The controlled release of the antifungal incorporated into a biomaterial
enhances therapeutic activity, maintaining contact with the infected mucosa, reducing toxicity,
side effects, and administration frequency. Additionally, this system alleviates the patient's
responsibility for direct administration, particularly benefiting removable prosthesis users who

may face challenges in self-administering medications, such as the elderly.
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RESUMO

Goncalves NI. Atividade antifungica de nanofibras de policaprolactona/nistatina:
estudo in vitro e in vivo [tese]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade Estadual
Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2024.

Este estudo avaliou a eficacia in vitro e in vivo de mantas de nanofibras (NF) de
policaprolactona (PCL) incorporadas com nistatina (NIS) no tratamento da estomatite
protética (EP) em modelos animais. NF foram sintetizadas com diferentes
concentracbes de NIS, totalizando quatro solugdes: PCL puro, PCL/NIS 0,045 g,
PCL/NIS 0,090 g e PCL/NIS 0,225 g. A liberacdo da NIS foi analisada por
espectroscopia Ultravioleta-Visivel. A capacidade das mantas de inibirem o biofilme
de Candida albicans, principal fator etiolégico da EP, dividindo-se cinco grupos (N=5)
compostos por um grupo com controle de células de C. albicans e com PCL puro,
além das trés concentracdes de NIS. A seguir, foi analisada a viabilidade celular em
queratinécitos humanos (HaCat) por meio do teste colorimétrico de resazurina. Cinco
grupos foram divididos (N=10): controle celular, PCL puro e as trés concentracdes de
NIS. Em modelos animais de ratos Wistar albinos (N=18), dispositivos palatinos (DP)
de resina acrilica foram confeccionados simulando préteses totais e utilizados para a
indugéo da EP. Para isso, DP contaminados com C. albicans foram cimentados na
regido molar da cavidade bucal dos animais e permaneceram em boca por 48 h. Apés
esse periodo, os DP foram removidos e os animais foram divididos em trés grupos:
(C) controle; (B1) com tratamento por mantas de PCL/NIS 0,045 g e (B2) PCL/NIS
0,225 g, com N=6. Entdo novos DP, livres de contaminacdo, foram cimentados na
cavidade oral dos animais e permaneceu por mais 48 h. ApOs esse periodo, 0s
animais foram eutanasiados, a contagem de UFC/ mL foi realizada e os palatos foram
coletados para a andlise histolégica. A curva padrdo de NIS obtida apresentou R? de
0,99. As trés concentracbes de NF apresentaram liberacdo de NIS, com pico no
tempo de 6 h e valores de 66,26 ug/ mL para PCL/NIS 0,045 g, de 333,87 ug/ mL para
PCL/NIS 0,090 g e 436,51 pg/ mL para PCL/NIS 0,225 g, constantes até o fim do
experimento. Os grupos com NIS reduziram em 2,5 logio de crescimento do biofilme
fungico em relacdo aos grupos sem tratamento, Controle e PCL, sem diferenca
estatistica significativa. Ndo foi observada citotoxicidade nas células HaCat, com
viabilidade celular de 93,7% para PCL/NIS 0,045 g, 72,6% para PCL/NIS 0,090 g e
72,4% para PCL/NIS 0,225 g. A inducéo da EP nos trés grupos foi possivel e, porém,
sem reducdo significativa na contagem de UFC/ mL de C. albicans nos grupos Bl e
B2. Na analise histolégica do grupo C péde-se observar infiltracdo de hifas de Candida
na camada queratinizada, presenca de células inflamatérias formando micro
abscessos e um discreto infiltrado inflamatério no tecido conjuntivo subjacente ao
epitélio infectado. Nos grupos B1 e B2 ndo foram encontradas alteracdes epiteliais,
concluindo-se que as NF demonstraram atividade antifingica in vitro e foram efetivas
na prevencao da penetracdo de hifas no tecido palatino de animais com DP.

Palavras-chave: Estomatite sob préotese; Candida albicans; Eletrofiacdo; Nistatina;
Sistema de liberacdo de medicamentos.



ABSTRACT

Goncalves NI. Antifungal activity of polycaprolactone/nystatin nanofibers: in vitro and
in vivo study [doctorate thesis]. Sdo José dos Campos (SP): Sdo Paulo State
University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2024.

This study evaluated the in vitro and in vivo efficacy of nanofiber (NF) mats of
polycaprolactone (PCL) incorporated with nystatin (NIS) in the treatment of denture
stomatitis (DS) in animal models. NFs were synthesized with different concentrations
of NIS, totaling four solutions: pure PCL, PCL/NIS 0.045 g, PCL/NIS 0.090 g, and
PCL/NIS 0.225 g. The release of NIS was analyzed by Ultraviolet-Visible spectroscopy.
The ability of the mats to inhibit Candida albicans biofilm, the main etiological factor of
DS, was assessed by dividing five groups (N=5) composed of a group with C. albicans
cell control and with pure PCL, in addition to the three concentrations of NIS. Next, cell
viability in human keratinocytes (HaCat) was analyzed using the resazurin colorimetric
test. Five groups were divided (N=10): cell control, pure PCL, and the three
concentrations of NIS. In albino Wistar rat animal models (N=18), palatal devices (PD)
made of acrylic resin were fabricated to simulate total prostheses and used to induce
DS. For this, PD contaminated with C. albicans were cemented in the molar region of
the animals' oral cavity and remained in the mouth for 48 hours. After this period, the
PDs were removed, and the animals were divided into three groups: (C) control; (B1)
treated with PCL/NIS 0.045 g mats, and (B2) PCL/NIS 0.225 g, with N=6. Then new,
uncontaminated PDs were cemented in the animals' oral cavity and remained for
another 48 hours. After this period, the animals were euthanized, UFC/ mL counts were
performed, and the palates were collected for histological analysis. The standard NIS
curve obtained showed an R? of 0.99. The three concentrations of NF showed NIS
release, with a peak at 6 h and values of 66.26 ug/ mL for PCL/NIS 0.045 g, 333.87
ug/ mL for PCL/NIS 0.090 g, and 436.51 ug/ mL for PCL/NIS 0.225 g, remaining
constant until the end of the experiment. The groups with NIS reduced fungal biofilm
growth by 2.5 logio compared to the untreated groups, Control and PCL, with no
significant statistical difference. No cytotoxicity was observed in HaCat cells, with cell
viability of 93.7% for PCL/NIS 0.045 g, 72.6% for PCL/NIS 0.090 g, and 72.4% for
PCL/NIS 0.225 g. Induction of DS in the three groups was possible; however, there
was no significant reduction in UFC/ mL counts of C. albicans in groups B1 and B2.
Histological analysis of group C revealed infiltration of Candida hyphae in the
keratinized layer, presence of inflammatory cells forming micro abscesses, and a
discreet inflammatory infiltrate in the connective tissue underlying the infected
epithelium. No epithelial alterations were found in groups B1 and B2, concluding that
NFs demonstrated in vitro antifungal activity and were effective in preventing hyphal
penetration into palatal tissue in animals with PD.

Keywords: Denture Stomatitis; Candida albicans; Electrospinning; Nystatin; Drug
delivery system.
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7 CONCLUSAO

Todas as concentracdes das mantas estudadas apresentaram cinética de
liberacdo de NIS, com concentracdo maxima de 6 h, sendo capazes de inibir a
formacéo de biofilme maduro, sem apresentar citotoxicidade. Nos modelos animais,
foi possivel induzir a infeccdo por C. albicans, com presenca de alteracdes epiteliais
e hifas na andlise histoldgica. Os tratamentos aplicados com NIS ndo promoveram
reducao significativa na contagem de UFC/ mL, porém, foram eficazes na inibicdo da

penetracdo de hifas do palato dos animais.
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