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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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1 INTRODUCAO

Apesar das melhorias na preservagdo dos dentes naturais e consequente
reducado da perda dentaria, com o envelhecimento global da populagéo, o edentulismo
permanece um desafio (Borg-Bartolo et al., 2022; Loster et al., 2016). De acordo com
o Painel de Indicadores de Saude da Pesquisa Nacional de Saude de 2019, cerca de
31,7% das pessoas com 60 anos ou mais e aproximadamente 50% daqueles com
mais de 75 anos perderam todos os dentes (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica — IBGE, 2019). Ja a Organiza¢do Mundial da Saude estimou que até 2022,
em torno de 22,7% da populacéo idosa global sofreu a perda completa dos dentes
(United Nations, 2020).

Nesses casos, a reabilitacdo protética, muitas vezes envolvendo proteses
dentarias removiveis, é necessaria para a melhora da qualidade de vida (Emami et
al., 2013). Mesmo reabilitados, o acompanhamento continuo dos pacientes é
indispensavel, uma vez que enfrentam um risco consideravel de desenvolver a
estomatite protética (EP), processo inflamatério mais comum associado a préteses
totais (PT) ou parciais removiveis, afetando cerca de 70% desses pacientes. Visitas
regulares sdo essenciais para avaliar o ajuste e a funcédo adequada das proteses, bem
como a manutencdo da higiene oral, visando prevenir o desenvolvimento da EP
(Desai, Nair, 2023; Gendreau, Loewy, 2011; Mandali et al., 2011).

A EP se caracteriza por variados graus de eritema, as vezes acompanhados
por hemorragia petequial e edema, em partes ou em toda a mucosa sob préteses
dentérias, especialmente na regido palatina (de Souza et al., 2017; Hilgert et al., 2016;
Neville et al., 2016; Zuluaga et al., 2011). Sua etiologia € considerada multifatorial, e
resulta da combinacdo de fatores locais, como: ma higiene oral, uso continuo das
préteses, préteses mal ajustadas, idade das proéteses, tabagismo e xerostomia. Além
de fatores sistémicos, como a idade avancada, desnutricdo, imunossupressao e a
utilizacdo de antibidticos de amplo espectro (Fang et al., 2021; Lavaee et al., 2018;
Queen et al., 2021; R, Rafiq, 2023). Estes fatores tornam tanto a mucosa oral quanto
a base da protese susceptiveis a colonizacao fungica por Candida spp. principalmente
C. albicans (Martori et al., 2014; Zomorodian et al., 2011).

O tratamento da EP é desafiador e envolve praticas essenciais de higiene oral
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e cuidados com as proteses. Em alguns casos, pode ser necessario realizar ajustes
ou confeccionar uma nova protese. Adicionalmente, a terapia antifingica pode ser
recomendada para avaliar os sinais e sintomas clinicos (Chopde et al., 2012; Grover
et al.,, 2022; Queen et al.,, 2021). A escolha do tratamento, ou a combinagéo de
diferentes abordagens, deve ser individualizada para cada paciente. O sucesso do
tratamento depende dos métodos que reduzem a presenca dos microrganismos na
mucosa infectada e nas superficies internas da protese. Neste caso, € importante
ressaltar que medicamentos antifungicos podem nao atingir concentracdes
terapéuticas adequadas nas proteses, e o acumulo de biofilme pode transforma-la em
um reservatoério para possiveis infeccdes futuras (Bueno et al., 2017; da Costa et al.,
2020; Neppelenbroek, 2016).

A terapéutica indicada inclui o uso de antifiingicos tépicos ou sistémicos, como
nistatina (NIS), fluconazol, miconazol, cetoconazol e itraconazol (Choi et al., 2010;
Emami et al., 2014; Lyu et al., 2016; Mishra et al., 2007; Rai et al., 2022; Scalercio et
al., 2007). A NIS, considerada tratamento padrdo, esta associada a baixa adeséo do
paciente devido ao sabor desagradavel, que pode causar nausea, além da alta
frequéncia de dosagem. Outro desafio consiste em manter uma concentracao efetiva
do medicamento nos tecidos infectados devido a diluicdo pelo fluxo salivar,
movimentos da lingua e degluticédo (Altinci et al., 2018; Neppelenbroek, 2016; Neville
et al., 2016; Rai et al., 2022). Quando a abordagem sistémica se torna necessaria, 0s
medicamentos devem ser administrados com cautela, pois, além de efeitos colaterais,
seu uso generalizado pode promover a selecdo de espécies resistentes e 0
desenvolvimento de muta¢des em leveduras (Sanita et al., 2012; Zhai et al., 2020).

Buscando superar estes obstaculos, o desenvolvimento de sistemas de
liberacdo controlada de medicamentos, ou drug delivery, reduz a frequéncia de
administracdo e melhora a eficacia de farmacos em locais especificos, minimizando
potenciais efeitos colaterais (Bhatt et al., 2021; Borandeh et al., 2021). Esses sistemas
também eliminam a necessidade de adesé&o rigorosa por parte do paciente, o que &
especialmente vantajoso para idosos ou pessoas com capacidade motora e fungao
cognitiva limitadas (Chow et al., 1999; Lamb, Douglas, 1988).

Uma abordagem promissora para a entrega de medicamentos € o uso de
nanofibras (NF) produzidas por eletrofiacdo, um método simples e de grande

aplicabilidade. Essa técnica possibilita a sintese de fibras com diametros que variam
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de escala submicrométrica a nanométrica, capaz de criar blendas poliméricas com
compostos organicos e inorganicos, que pode atender desde a area de materiais,
ciéncia e tecnologia & medicina clinica (Bhardwaj, Kundu, 2010; Chaparro et al., 2019;
Chen et al., 2010; Reneker, Yarin, 2008; Wang, Windbergs, 2019).

O sistema de eletrofiacdo geralmente consiste em trés componentes
principais: uma fonte de alta tensdo, uma seringa com agulha de diametro pequeno e
um anteparo coletor (uma placa ou mandril rotativo). Neste processo, quando a
diferenca de potencial supera a tensdo superficial do polimero, um jato liquido é
ejetado, alongado e acelerado pelo campo elétrico. Neste momento, o solvente
presente na solucao polimérica é evaporado gradualmente, resultando em uma manta
nao tecida de fibras, que, por fim, é depositada sob um substrato. Este método permite
ainda modificar as propriedades biolégicas e fisicas dos materiais (Huang et al., 2003;
Liang et al., 2007).

Inimeros polimeros, sintéticos e naturais, podem ser eletrofiados, dentre eles,
a policaprolactona (PCL), um poliéster alifatico biodegradavel, biocompativel,
hidrofébico, semicristalino e que possui lenta degradacdo (aproximadamente dois e
trés anos) (Chandra, Rustgi, 1998; Coombes et al., 2004; Duan et al., 2007; Hivenchi
et al., 2018; Karuppuswamy, 2015; Liu et al., 2019; Sisson et al., 2013; Teoh et al.,
2019; Ulery et al., 2011). Segundo a literatura, este € o polimero mais comumente
utilizado para a técnica da eletrofiacdo (Cipitria et al., 2011; Woodruf, Hutmacher,
2010). Outra caracteristica deste material, € possuir uma alta permeabilidade a muitos
medicamentos (Corden et al., 1999; Duan et al., 2007; Monteiro et al., 2017; Woodruf,
Hutmacher, 2010).

A evolucdo de dispositivos nanométricos fabricados a partir de polimeros tem
aberto novos caminhos para a encapsulacdo de agentes antimicrobianos, criando
sistemas de entrega de medicamentos aprimorados. Medicamentos liberados
localmente em uma taxa limitada podem prolongar o tempo de residéncia tecidual,
resultando em concentracdes mais elevadas e um aumento no efeito terapéutico, em
comparacao com outras vias de administracdo. Essa abordagem tem o potencial de
melhorar a biodisponibilidade dos antimicrobianos e ampliar sua atividade biolégica
(Frandsen, Ghandehari, 2012; Wani et al., 2014).

Em estudo prévio conduzido pelo grupo de pesquisa, Santos (2020)
desenvolveu uma manta de NF eletrofiadas utilizando o polimero PCL, com a adi¢cao
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do antifingico NIS. Esse trabalho, evolveu testes de caracterizacdo morfologica para
otimizacdo dos parametros, resultando em NF sem defeitos e com menor diametro.
Analises fisico-quimicas confirmaram as caracteristicas dos materiais e as mantas
demonstraram propriedades fungicidas e fungistaticas através de testes de
concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo microbicida minima (CMM)
realizada em células planctonicas de C. albicans.

Embora esse biomaterial tenha mostrado potencial como sistema de liberacao
de medicamento, é essencial realizar avaliagdes in vitro de seu efeito em biofilmes,
gue ao contrario das células plancténicas, representam comunidades microbianas
estruturadas (Douglas, 2003). A avaliacdo da seguranca das mantas in vitro, além de

seu uso como tratamento da EP induzida em modelos in vivo também é necessaria.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Candidiase oral

A candidiase da mucosa oral pode apresentar diferentes padrdes clinicos,
como pseudomembranosa, eritematosa, hiperplasica crénica e muco cutanea. Muitos
pacientes exibem um padrdo Unico, embora alguns individuos exibam mais de uma
forma clinica de candidiase oral (Dangi et al., 2010; Neville et al., 2016). A forma de
candidiase eritematosa, é o tipo mais comum e muitas vezes € clinicamente
negligenciada. Pode apresentar diversas formas, incluindo a candidiase atrofica
aguda, atrofia papilar central da lingua (glossite romboide mediana), candidiase
multifocal crénica e, quando envolve a comissura bucal, resulta em queilite angular.
Muitas vezes a candidiase associada a préteses ou EP é classificada como uma forma
de candidiase eritematosa (Hu et al., 2019; Neville et al., 2016).

2.1.1 Estomatite protética

Descrita por Cahn (1936) como “boca dolorida por prétese”, a EP é geralmente
assintoméatica, embora alguns pacientes possam relatar coceira, queimacao, dor na
regido em contato com as proteses, boca seca, alteracdes no paladar e dificuldade
para engolir. Lesdes associadas, como queilite angular e glossite romboide mediana
também podem ocorrer (Budtz-Jorgensen, Bertram, 1970; Gendreau, Loewy, 2011;
Neville et al., 2016).

Newton (1962) categorizou os estagios dos clinicos como: (I) Hiperemia
puntiforme, com multiplos pontos hiperémicos nos ductos das glandulas salivares
palatinas menores; (lI) Hiperemia difusa, caracterizada por inflamacéo generalizada
na mucosa recoberta pela protese, que se apresenta lisa e atrdfica; e (Ill) Hiperemia
granular, com mucosa hiperémica e aparéncia nodular, frequentemente restrita a

regiao central do palato, recoberta pela prétese. A EP pode progredir do estagio | para
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o Il, e posteriormente para o lll, caso nao seja tratada. Newton prop6s que o grau de
inflamacédo esta relacionado ao envolvimento dos ductos salivares, pois os tecidos
periductais sdo menos resistentes aos processos inflamatorios. Butz-Jorgensen e
Bertram (1970) observam que essa teoria ndo aborda o eritema difuso, mas sim uma
inflamac&o da membrana mucosa restrita a parte posterior do palato duro.

Outras classificacdes foram propostas, como a de Schwartz et al. (1988)
subdividiram os tipos I, Il e lll de Newton com base na gravidade da inflamacéao,
utilizando uma pontuacdo de zero a seis. Barbeau et al. (2003) ampliaram a
classificacdo de Newton, adicionando duas subclasses baseadas na extensédo das
lesBes: (A) processo inflamatorio local sem colonizacdo ou infeccdo microbiana,
indicado por niveis mais baixos de presenca de leveduras, cobertura de biofilme e
contagem de colbnias na prétese; (B) inflamacao mais extensa que leva a colonizacao
de leveduras associado a niveis mais elevados de presenca de leveduras, numero de
colénias e cobertura de biofilme na protese.

Recentemente, Neppelenbroek et al. (2022) propuseram uma classificacao de
Newton modificada, baseada em trés caracteristicas clinicas: (a) aparéncia, (b) grau
de inflamacdo da mucosa palatina que suporta a protese por quadrante e (c) grau de
eritema (vermelhidao leve ou intensa). A combinacao das pontuacfes desses critérios

resulta na classificacédo da gravidade da EP.

2.1.2 Etiologia e patogénese

A EP é uma condicdo multifatorial, cuja etiologia resulta da interacdo
complexa entre fatores locais e sistémicos (Cernakova, Rodrigues, 2020; de Azevedo
Izidoro et al.,, 2012; Hu et al., 2019; Oksala, 1990). O fator local primario para o
desenvolvimento da doenca € a presenca da protese, que exerce influéncia direta na
reducao do fluxo salivar e no suprimento de oxigénio no nivel epitelial. Essa condi¢ao
cria um ambiente 4cido propicio para a formacéo do biofilme de C. albicans. Além
disso, as caracteristicas da superficie do material da base protética, o
polimetilmetacrilato (PMMA), como rugosidade, dureza de superficie, hidrofobicidade
e porosidade, contribuem para a adesao e proliferacdo de C. albicans (Anusavice et
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al., 2013; Anuta et al., 2022; Cernakova, Rodrigues, 2020; Gad, Fouda, 2020;
Gendreau, Loewy, 2011).

Quando a higienizacdo bucal e da protese ndo é adequada, um biofilme
composto por bactérias e leveduras se forma na superficie da protese, transformando-
a em um reservatorio de microrganismos. Essa situacdo expfe a mucosa a uma
presenca constante de toxinas e residuos metabalicos, resultado em lesdes celulares
e inflamagé&o cronica persistente, que o organismo hospedeiro ndo consegue eliminar
(de Souza et al., 2017; Gad, Fouda, 2020; Gendreau, Loewy, 2011; Johnson et al.,
2012; O’'Donnell et al., 2017; Rodriguez Acosta et al., 2014).

O uso noturno de proteses acentua essa condicdo ao diminuir o efeito protetor
da saliva, restringir a limpeza adequada da lingua e comprometer a oxigenacéo da
mucosa palatina. Portanto, e consenso na literatura que os usuarios de proteses
devem removeé-las durante a noite (Cernakova, Rodrigues, 2020; Emami et al., 2014;
Lambson, Anderson, 1967). Além disso, a idade da prétese e as condi¢cdes de
armazenamento s&o consideradas fatores contribuintes (Ercalik- Yalcinkaya, Ozcan,
2015), O PMMA sofre deterioracdo em termos de dureza e conteudo volatil ao longo
do uso prolongado na cavidade oral. De acordo com Matsuo et al. (2015), essa
deterioracdo € observada principalmente na camada superficial da prétese devido a
exposicao a enzimas salivares, enzimas e/ou metabdlitos microbianos.

A xerostomia, ou sensac¢do de boca seca, estad associada a um aumento na
prevaléncia da EP e pode impactar o uso de prétese (Jensen, Vissink, 2014). A saliva
desempenha um papel duplo na adeséo de C. albicans ao PMMA, exercendo também
um efeito de limpeza fisica por meio de componentes antimicrobianos, como
lisozimas, imunoglobulinas, glicoproteinas, lactoferrina e peroxidase (Anuta et al.,
2022; Salerno et al., 2011). Esses constituintes interagem com as espécies de
Candida, reduzindo sua adesao e colonizacdo nas superficies da mucosa oral. No
entanto, algumas proteinas salivares, como mucinas e estaterinas, podem atuar como
receptores para as nano proteinas presentes nas paredes celulares de C. albicans,
promovendo sua adesédo (Dodds et al., 2005). A reducdo do fluxo salivar sob a
superficie de adaptacdo da protese promove ainda mais a adesdo de C. albicans a
sua base e as superficies mucosas adjacentes, devido a diminuicdo da limpeza e da
atividade antimicrobiana normalmente promovida pela saliva.

A incidéncia da xerostomia aumenta com a idade, afetando aproximadamente
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30% das pessoas com mais de 65 anos. Esse fato pode ser parcialmente atribuido a
tendéncia de os idosos utilizarem medicamentos com efeito xerogénico para tratar
condi¢gbes crbnicas, incluindo antidepressivos triciclicos, inibidores seletivos de
recaptacdo de serotonina, antipsicoéticos, anti-hipertensivos, betabloqueadores,
broncodilatadores, antimuscarinicos, relaxantes musculares de acdo central,
antagonistas dos receptores H2, inibidores da bomba de prétons, quimioterapicos,
opidides e benzodiazepinicos e anticolinérgicos. Esses medicamentos podem resultar
em uma reducéo geral da taxa de fluxo salivar ndo estimulado. Além disso, os idosos
sdo mais propensos a desenvolver comorbidades relacionadas ao envelhecimento,
como a doenca de Parkinson, Alzheimer e diabetes, que apresentam xerostomia como
sintoma (An et al., 2018; Cernakova, Rodrigues, 2020; Einhorn et al., 2020; Macedo
et al., 2014; Rodriguez Acosta et al., 2014; Villa et al., 2014; Yousefi, Abdollahi, 2018).
A perda da funcgéo das glandulas salivares também pode ser observada em pacientes
com Sindrome de Sjogren ou submetidos a radioterapia (Dodds et al., 2005).

Cawson (1965) demonstrou que traumas na mucosa causados por proteses
mal ajustadas, com superficies asperas ou rachadas também sao fatores etioldgicos.
Brantes et al. (2019), mostraram que a presenca de ulceracdo traumatica estava
associada a presenca de fraturas na base das proteses e a reparos prévios de
préteses quebradas. Essa reacgao inflamatoria resultante do trauma cria um ambiente
favoravel para a invasao de C. albicans.

Traumas podem ser causados por ma adaptacdo devido ao desconforto
causados por cristas alveolares residuais reabsorvidas, pontiagudas ou finas. Para
evitar isso, 0 uso de materiais reembasadores macios é feito em funcdo de sua
caracteristica de atuar como amortecedor do impacto, aliviando o incémodo (Lee,
Saponaro, 2019). Gautam et al. (2012) relata que foram identificadas culturas fungicas
em 85% dos pacientes com proteses revestidas por reembasadores macios
permanentes.

Segundo revisdo de Dorocka-Bobkowska et al. (2017), esses materiais
fornecem solucdes de curto prazo para os problemas do paciente e em caso de uso
prolongado, tornam-se irritantes para a mucosa, pois se tornam dificeis de higienizar
e sdo propensos a deterioragdo, 0 que aumenta sua aspereza, o acumulo de biofilme
e 0s sintomas de EP. Estas informacdes corroboram com outros achados na literatura
(Abuhajar et al., 2023; Garcia, Jones, 2004; Valentini et al., 2013).
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Outro grande fator local associado é o tabagismo. O mecanismo exato pelo
gual esse habito induz a EP permanece incerto; no entanto, uma hipotese sugere que
ele pode causar alteracbes epiteliais localizadas, como espessamento da camada
epitelial queratinizada, o que pode contribuir para a colonizac¢ao fangica. Além disso,
0s constituintes do tabaco afetam ndo so as células epiteliais, mas também interferem
na atividade antimicrobiana exercida pela saliva. Outra proposicdo € que O0s
hidrocarbonetos arométicos presentes na fumaca do cigarro servem como nutriente
para o crescimento e proliferagcdo de fungos. Adicionalmente, o consumo crénico de
cigarros de tabaco esta relacionado a casos graves de candidiase, incluindo glossite
rombdide mediana (Anuta et al., 2022; de Azevedo lzidoro et al., 2012; dos Santos et
al., 2010; Gunasegar et al., 2019).

Entre os fatores sistémicos est4 a idade avancada, j& que a medida que uma
pessoa envelhece, a taxa de C. albicans presente na microbiota bucal aumenta, além
da maior propenséo de idosos utilizarem proteses. Cerca de 30% a 50% das pessoas
sao portadoras e essa taxa aumenta com a idade de pacientes dentados acima de 60
anos (Abuhajar et al., 2023; Alzayer et al., 2018; Cernakova, Rodrigues, 2020; Labban
et al., 2021; Neville et al., 2016; Patil et al., 2015; Singh et al., 2014).

A resposta deficiente dos elementos de defesa imunoldgica do hospedeiro
propicia a disseminacao de fatores de viruléncia especificos para o crescimento de C.
albicans. De acordo com a literatura, diversos fatores podem comprometer a
imunidade, incluindo diabetes, senilidade, leucemia, linfoma, cancer, radioterapia para
a regido da cabeca e pescoco, pacientes em unidade de terapia intensiva (UTI),
distarbios hormonais e enddcrinos, pessoas que receberam transplante de 6rgaos e
portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (Abuhajar et al., 2023; Alzayer
et al., 2018; Campoy, Adrio, 2017; Cernakova, Rodrigues, 2020; Grover et al., 2022;
Hellstein 2019; Jorge, 2006, Patil et al., 2015; Pathmashri, Abirami, 2016; R, Rafiq,
2023; Tavora et al., 2019). O uso prolongado de medicamentos como corticosteroides
e antidepressivos, juntamente com a ampla aplicacdo de agentes imunossupressores
e antibioticos nos ultimos anos, tornou-se um fator de risco, resultando na diminuicéo
da imunidade geral dos seres humanos, tornando a microbiota disfuncional e elevando
a incidéncia de infec¢fes fungicas (Fang et al., 2021).

Uma dieta desequilibrada também pode impactar negativamente a imunidade.

Alimentos como acgucares refinados, sacarose, suco de frutas, mel e xarope, exercem
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uma influéncia significativa, atuando como estimuladores do crescimento de C.
albicans. Além disso, a deficiéncia de nutrientes como vitamina A, B6, B9 e B12, ferro,
niveis reduzidos de &acidos graxos essenciais, magnésio, selénio ou zinco pode
comprometer a resposta imunologica. O metabolismo do ferro, por exemplo, € um
elemento essencial para a diferenciacdo celular, transporte de oxigénio e atividade
normal das células imunes (Grover et al., 2022; Martins et al., 2014; Martori et al.,
2014; R, Rafiq, 2023; Zegarelli et al., 1961).

Por fim, é relevante destacar que individuos de baixa condicdo
socioeconbmica tém probabilidade maior de desenvolver EP devido ao acesso
limitado a informacdes e cuidados médicos e odontoldgicos de rotina. Esse problema
recebe notoriedade especialmente em paises em desenvolvimento, como o Brasil,
onde a desigualdade social é expressiva e muitos idosos necessitam utilizar proteses
removiveis (de Souza et al., 2023; Freitas et al., 2008). A compreensao da etiologia
complexa da estomatite protética, que envolve ndo apenas fatores relacionados a
saude, mas também socioecondmicos, € essencial para a sele¢cao de um tratamento

adequado para cada paciente.

2.2 C. albicans e biofilme

A cavidade bucal € um ambiente dinamico, caracterizado por um pH préximo
a neutralidade, temperatura constante (34 a 36 °C) e fluxo salivar continuo, onde uma
variedade de microrganismos coexiste, incluindo o reino fungi (Cannon, 2022;
Marcotte, Lavoie 1998; Rodriguez Acosta et al., 2015). Candida spp. foi identificada
como um possivel agente causador da EP por Cahn (1936) e esta presente em 35 a
60% dos individuos saudaveis. A espécie C. albicans, corresponde a 60 a 70% dos
fungos isolados na EP e é considerada um de seus fatores etioldgicos primordiais
(Jorge, 2006; R, Rafig, 2023).

C. albicans € um fungo comensal, eucaridtico e dimorfico, capaz de adotar
formas de levedura ou hifa. Embora seja um integrante da microbiota saudavel e
possa colonizar diversas superficies do corpo humano, em circunstancias favoraveis,

a natureza dimoérfica da C. albicans permite que o organismo transite de um estado
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comensal para um estado patogénico, em grande parte por meio da formacao de
biofilmes. Esses biofiimes sdo uma comunidade de microrganismos aderidos a uma
superficie, formando estruturas tridimensionais, que conferem resisténcia a
concentracbes elevadas de medicamentos antifingicos. Infeccdes oportunistas
podem iniciar-se de maneira superficial e evoluir para formas sistémicas, invadindo
outros 6rgaos e alcancando corrente sanguinea. Esse processo pode culminar em
sepse, representando um risco a vida (Alves et al., 2020; Arastehfar et al., 2020;
Gheorghe et al., 2021, Hellstein, Marek, 2019; Jorge, 2006; Kumamoto, Vinces, 2005;
R, Rafig, 2023; Rodriguez Acosta et al., 2014).

O desenvolvimento do biofiime de C. albicans envolve quatro estagios:
aderéncia, iniciacdo, maturacédo e disperséao. Inicialmente, as células de leveduras se
aderem a uma superficie solida, formando uma camada basal que ancora o biofilme.
As células fangicas tem a capacidade de se aderirem tanto a superficies bioticas
guanto abidticas, rigidas ou macias, ou até mesmo se aderir a outras células de C.
albicans, o que é fundamental para a integridade do biofilme (Finkel, Mitchell, 2011;
Gulati, Nobile, 2016; Lohse et al., 2018). A proliferagdo subsequente inclui a
filamentacdo, gerando uma rede de pseudohifas e hifas que contribuem para a
resisténcia do biofilme. Em cerca de 24 h, o biofilme maduro é caracterizado por uma
mistura estruturada de células na forma de levedura, pseudohifas e hifas, envoltas por
uma matriz extracelular (MEC), que atua como uma barreira fisica protetora do
ambiente, proporcionando integridade estrutural. A MEC é composta por proteinas,
carboidratos, lipideos e acidos nucleicos (de Barros et al., 2020; Gulati, Nobile, 2016;
Lohse et al., 2018; Ponde et al., 2021; Zarnowski et al., 2014). A ultima fase envolve
a disperséo de células de levedura e/ou pedacos do biofilme, permitindo a circulacao
e o estabelecimento em novos locais, facilitando a infec¢éo sistémica (de Barros et
al., 2020; Gulati, Nobile 2016; Lohse et al., 2018; Ponde et al., 2021) (Figura 1).
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Figura 1 — Quatro estagios da formacéo do biofilme de C. albicans
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Legenda: 1) aderéncia de células de levedura a uma superficie; 2) inicio da formacao do biofilme; 3)
maturacdo em um biofilme complexo; 4) dispersdo de levedura do biofilme.
Fonte: Adaptado de Lohse et al., 2018.
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Ainda que muitos microrganismos possam formar biofilmes de espécies
Gnicas, € mais comum encontrar biofilmes com duas ou mais espécies bacterianas
e/ou fungicas (Lohse et al., 2018). Nesse contexto, o biofilme protético é um sistema
complexo que inclui outras espécies fungicas como Nakaseomyces glabratus
(previamente classificada como Candida glabrata), Pichia kudriavzevii (previamente
classificada como Candida krusei), Candida parapsilosis, Candida guilliermondii e
Candida tropicalis, embora em menor prevaléncia. Além de bacilos e cocos,
especialmente espécies de Streptococcus, Staphylococcus, Neisseria, Lactobacillus
e Actinomyces, que representam as formas mais comuns de bactérias encontradas
(Altinci et al., 2018, Baena-Monroy et al., 2005; Chopde et al., 2012; de Azevedo
Izidoro et al., 2012; Kidd et al., 2023; Neville et al., 2016; Pereira et al., 2013; Rossoni
et al.,, 2019; Sato et al., 1997). Apesar de C. albicans desempenhar um papel
patoldgico central, é crucial entender que a EP ndo é um fenémeno isolado. Pelo
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contrario, é o resultado da interacao entre diversos fatores relacionados ao hospedeiro

gue também necessitam ser analisados.

2.3 Terapéutica

O desafio no tratamento eficaz da EP levou a exploracdo de diversas
abordagens terapéuticas para enfrentar essa condi¢do recorrente. Entre as opcodes
disponiveis, destacam-se trés classes de antifungicos: polienos, azois e
equinocandinas (Neville et al., 2016).

Os antifungicos polienos, como a NIS e a anfotericina B, possuem amplo
espectro de acdo, atuando como agentes fungicidas. Esses medicamentos tém como
alvo o ergosterol presente na membrana fungica. Ao penetrar nas bicamadas lipidicas,
eles criam poros que comprometem a integridade da membrana, resultando no
vazamento de contetdo celular e na subsequente morte celular (Campoy, Adrio, 2017,
Fang et al., 2021; Ortiz, Sansinenea, 2019; Pereira et al., 2021). A NIS, isolada do
microrganismo Streptomyces noursei por Hazen e Brown (1951), encontra-se
disponivel em diversas formulagbes como cremes tdpicos, pastilhas orais e
suspensdes orais. Amplamente empregada na terapia tdpica para infec¢des fungicas
orais, a NIS se destaca devido ao seu amplo espectro, baixa incidéncia de resisténcia
fungica, custo acessivel e baixos efeitos colaterais (Boros-Majewska et al., 2014;
Geerts et al., 2008; Ortiz, Sansinenea, 2019; Rai et al., 2022; Shukla et al., 2016).

Frequentemente descrita por pacientes como tendo um sabor amargo, a NIS
pode enfrentar desafios de adesdo ao tratamento. Para contornar essa questao, é
comum mascarar o sabor com sacarose e agentes aromatizantes. Em casos de EP
associada a xerostomia, é importante observar que o teor de sacarose na preparagao
de NIS pode contribuir para o desenvolvimento de céaries. E um medicamento
praticamente insolivel em agua e pouco absorvido pelo trato gastrointestinal, e a sua
eficacia depende do contato direto com as espécies de Candida. Isso implica na
necessidade de multiplas doses diarias para assegurar uma exposi¢cado adequada as
leveduras responsaveis pela infeccdo (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria —
ANVISA, 2019; Contaldo et al.,, 2023; Neville et al., 2016; Rai et al., 2022;
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Samaranayake, Samaranayake, 2001; Shukla et al., 2016).

A anfotericina B é uma alternativa terapéutica indicada para administracao
intravenosa no tratamento de infec¢des fungicas sistémicas que apresentam risco de
vida. Seu uso é significativamente restrito devido aos efeitos colaterais associados,
como danos aos tubulos renais e tromboflebite (Samaranayake, Samaranayake, 2001;
Shukla et al., 2016; Zotchev, 2003).

A classe dos antifungicos azolicos, € predominantemente fungistatica e agem
inibindo uma enzima envolvida na conversao de lanosterol em ergosterol, levando a
deplecdo de ergosterol, essencial para a membrana celular fungica (Campoy et al.,
2017; Nivoix et al., 2020). Essa classe de antifungicos pode ser subdividida em duas
subclasses principais: os imidazéis e triazéis.

O cetoconazol, um imidazol sintetizado pela primeira vez na década de 1970,
foi pioneiro como antifangico absorvido pelo trato gastrointestinal, possibilitando
tratamento sistémico via administracdo oral. Sua conveniéncia se da pela dose Unica
diaria, embora também apresente desvantagens. Pacientes devem evitar antiacidos
ou inibidores de H2, pois a absorcao eficaz requer um ambiente acido. Exames da
funcdo hepdética sdo recomendados para prescricfes superiores a duas semanas
devido a toxicidade hepatica. Nos, Estados Unidos, a Food and Drug Administration
(FDA) desaconselhou seu uso como primeira op¢ao no tratamento da EP. Além disso,
interagbes com antibiéticos macrolideos, como a eritromicina, ou anti-histaminicos
potencialmente causando arritmias cardiacas graves podem ocorrer (Neville et al.,
2016; Scalercio et al., 2007).

Exemplos da subclasse dos imidazois, o clotrimazol e o miconazol, ndo sao
bem absorvidos e requerem vérias administracdes ao longo do dia. Possui formulagéo
tépicas, com pomadas e pastilhas com sabor agradavel e poucos efeitos colaterais. A
pomada de clotrimazol também é um tratamento eficaz para a queilite angular, devido
as suas propriedades antibacterianas e antifungicas (Neville et al., 2016).

A subclasse dos triazois, € uma das mais recentemente desenvolvidas e sao
comumente administrados de forma sistémica em pacientes imunocomprometidos
para prevenir e tratar infec¢des fangicas (Lass-FIorl, 2011; Nivoix et al., 2020). O
fluconazol é o exemplo principal, considerado mais eficaz que o cetoconazol, sua
absorcdo sistémica é bem realizada sem depender de um ambiente acido ou da

presenca de alimentos no estdbmago para ser absorvido. Ele pode ser administrado
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por via oral ou intravenosa (Allen et al., 2015; Nivoix et al., 2020). A longa meia-vida
do fluconazol permite uma dosagem diaria, com rara toxicidade hepatica nas doses
utilizadas no tratamento da EP. No entanto, seu uso prolongado para a prevencéo
pode resultar em resisténcia ao medicamento (Sanita et al., 2012). Em suas interac6es
medicamentosas, pode potencializar os efeitos da fenitoina, além de possiveis
interacbes com compostos de varfarina e sulfonilureias (Neville et al., 2016; Scalercio
et al., 2007).

Tanto o fluconazol quanto o cetoconazol devem ser administrados com
cautela devido aos possiveis efeitos colaterais hepatotoxicos e nefrotdxicos. Além
disso, o0 uso generalizado desses medicamentos tem contribuido para a selecdo de
espécies resistentes por meio do desenvolvimento de mutacbes em leveduras,
resultando em um aumento da resisténcia aos triazois (Chow et al., 1999; Monteiro et
al., 2017, Sanita et al., 2012).

O itraconazol é utilizado para o tratamento de candidiase orofaringea e
esofagica. Semelhante ao cetoconazol, a absorcao confiavel de suas formulacdes
orais é significativamente influenciada pela presenca ou auséncia de alimentos e pelo
pH gastrico. As cépsulas de itraconazol foram a primeira formulacao oral disponivel
para uso e, embora sua absorcéo ideal ocorra na presenca de alimentos e &cido
gastrico, a solucao oral, atualmente preferida, € melhor absorvida com o estdbmago
vazio. E um farmaco contraindicado para pessoas com insuficiéncia cardiaca
congestiva e suas possiveis interacbes medicamentosas incluem ciclosporina,
triazolam, midazolam e eritromicina (Allen et al., 2015; Piérard et al., 2000).

As equinocandinas, como a caspofungina, a micafungina e a anidulafungina,
representam uma nova classe de medicamentos antifingicos, que agem interferindo
na sintese da parede celular das espécies de Candida. Nao sdo bem absorvidas pelo
trato gastrointestinal, portanto, devem ser administradas por via intravenosa e ndo séao
indicadas para o tratamento da EP, apenas para infecgdes mais graves (Neville et al.,
2016; Vandeputte et al., 2012).

Métodos inovadores tém sido propostos para a prevencao e tratamento da
EP, como a incorporacdo de agentes antimicrobianos em resinas acrilicas para
préteses, e o uso de materiais reembasadores antifungicos, que tém se mostrado
promissores na inibicdo de biofilmes de Candida (Bueno et al., 2017). Abordagens

naturais, como a adicdo de extratos de plantas e uso de probidticos tém sido
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exploradas para aprimorar as propriedades antimicrobianas das proteses (de Araudjo
et al., 2021; Ninomiya et al., 2012; Ribeiro et al., 2020; Sugio et al., 2020).

A escolha entre abordagens terapéuticas individuais ou sua combinagéo deve
ser considerada caso a caso, levando em conta a redugdao de microrganismos na
mucosa infectada e nas superficies da protese. No entanto, a eficacia desse
tratamento torna-se limitada e uma rapida recorréncia da infeccéo pode ocorrer apos
a suspensdo do medicamento, a menos que haja uma melhoria na higiene da prétese
e uma reducdo da contaminacdo por Candida nas superficies da protese. Portanto, é
importante salientar que o tratamento terapéutico ndo substitui o cuidado protético
completo, mas atua em conjunto com outros fatores. A terapia medicamentosa é
considerada um complemento para pacientes com EP (Bueno et al, 2017; Emami et
al., 2014; Gendreau, Loewy, 2011; Zegarelli et al., 1961).

A resisténcia a medicamentos antifingicos é uma grande preocupacéao, e a
perda de eficacia em tratamentos reduz drasticamente as opcdes terapéuticas
disponiveis. A disponibilidade de agentes antifingicos é restrita em comparagdo com
antibiéticos, devido ao fato de que os fungos sdo organismos eucariéticos que
parasitam hospedeiros eucaridticos. A estreita diferenca fisioldgica entre eles dificulta
o desenvolvimento de agentes antifungicos seguros e de amplo espectro. (Berman,
Krysan, 2020; Shukla et al., 2016). Além disso, os efeitos colaterais adversos dos
medicamentos, como hepatotoxicidade e nefrotoxicidade, podem limitar sua utilizagao
em pacientes que necessitam de tratamento continuo (Alves et al., 2020).

Entretanto, a crescente resisténcia a esses medicamentos tem motivado a
busca por abordagens alternativas e combinadas (Bajunaid et al., 2022). Para superar
estes obstaculos, diversos polimeros estdao sendo estudados para aplicacdo como
biomateriais, os quais, por definicdo, sdo substancias, naturais ou sintéticas,

elaboradas para interagir com sistemas biologicos e direcionar o tratamento médico.

2.4 Biomateriais e drug delivery

Paul Ehrlich, um cientista renomado dos séculos XIX e XX, desenvolveu um

conceito inovador amplamente estudado hoje: os sistemas de entrega de
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medicamentos, também conhecidos como drug delivery. Ele concebeu as “balas
magicas”, substancias quimicas especificas capazes de serem direcionadas para
combater seletivamente patdogenos, como bactérias ou parasitas, sem prejudicar
significativamente as células saudaveis hospedeiras. Esse conceito influenciou de
maneira significativa a busca por tratamentos direcionados e especificos em varias
areas médicas (Winau et al., 2004; Zipfel, Skerka, 2022).

Com avancgos tecnoldgicos continuos, esfor¢cos tém sido dedicados para
aprimorar a eficacia dos tratamentos, permitindo a liberacao localizada e controlada
de medicamentos. Esses sistemas oferecem inimeras vantagens, incluindo melhora
na eficacia terapéutica, reducao dos efeitos colaterais, diminuicdo da frequéncia de
administracdo, reducao da toxicidade e aumento da adesdo e comodidade para o
paciente (Bhatt et al., 2021; Monteiro et al., 2017; Urich et al., 1999).

A liberacédo e/ou distribuicdo de medicamentos ocorrem de duas maneiras
principais: controle temporal e controle de distribuicdo. No controle temporal, séo
utilizados transportadores acoplados ao medicamento de interesse, reduzindo sua
taxa de absor¢éo e prolongando sua circulacdo. Isso é benéfico para medicamentos
rapidamente metabolizados e eliminados apdés a administracdo. No controle de
distribuicdo, os sistemas de entrega de medicamentos visam liberar o medicamento
diretamente no local de acdo dentro do corpo. A liberacdo controlada ocorre por
mecanismos ativos (como sistemas de bomba) ou por liberacdo passiva (difuséo
controlada) em sistemas de depdsito. Medicamentos em sistemas de depdésito podem
ser administrados na circulacdo ou localmente em tecidos ou 6rgaos especificos,
evitando a eliminacdo inicial e reduzindo a exposicdo sistémica (Frandsen,
Ghandehari, 2012; Uhrich et al., 1999).

Polimeros empregados em sistemas de liberacdo de medicamentos podem
ser classificados como biodegradaveis ou nao biodegradaveis. Os sistemas
biodegradaveis tém recebido maior atencdo, pois eliminam a necessidade de
recuperacdo ou manipulacdo apos sua introdu¢ao no organismo (Urich et al., 1999).
Tanto polimeros naturais quanto polimeros sintéticos tém sido amplamente
investigados como biomateriais poliméricos biodegradaveis para serem utilizados
como sistemas de drug delivery. Williams (2009) definiu biomaterial como uma parte
de um sistema complexo, utilizado para direcionar, por meio do controle das

interagcbes com componentes de sistemas vivos, 0 curso de qualquer procedimento
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terapéutico ou diagnostico na medicina.

Os biomateriais naturais apresentam vantagens, como biodegradabilidade,
citocompatibilidade e propriedades fisicas, quimicas e mecéanicas singulares. Eles
oferecem sitios de reconhecimento celular essenciais para a adeséo e proliferacéo
celular, por exemplo (Mondal et al., 2016). Além disso, apresentam bioatividade e
capacidade de apresentar ligantes que se conectam a receptores celulares, a
suscetibilidade a degradacdo proteolitica induzida por células e a remodelacao
natural. No entanto, a bioatividade inerente desses polimeros naturais traz consigo
algumas desvantagens, incluindo uma resposta imunogénica acentuada associada a
maioria dos polimeros, complexidades relacionadas a purificacéo e a possibilidade de
transmissao de doencas (Nair, Laurencin, 2007).

Em contraste, os biomateriais sintéticos tendem a ser biologicamente inertes,
possuem propriedades mais previsiveis e uniformes em diferentes lotes, além de
apresentarem a vantagem unica de ter perfis de propriedades adaptados a aplicacdes
especificas, evitando muitas das desvantagens dos polimeros naturais. Essas
consideracdes tém motivado a exploracdo de polimeros sintéticos biodegradaveis
para uso em aplicacdes biomédicas. Os polimeros sintéticos oferecem uma
flexibilidade de design excelente, jA que sua composicdo e estrutura podem ser
adaptadas para atender necessidades especificas (Nair, Laurencin, 2007).

Um dos polimeros sintéticos extensivamente estudados como matriz de
liberacdo de farmacos atualmente, a PCL, foi descoberta por Van Natta et al. (1934).
Este é um poliéster alifatico biodegradavel, biocompativel, hidrofébico, semicristalino
e que possui lenta degradacao (cerca de dois anos) (Chandra, Rustgi, 1998; Chaparro
etal., 2019; Coombes et al., 2004; Duan et al., 2007; Engelberg, Kohn, 1991; Hivenchi
et al., 2018; Karuppuswamy, 2015; Liu et al., 2019; Nair, Laurencin, 2007; Sisson et
al., 2013; Teoh et al., 2019; Ulery et al., 2011). Em temperatura ambiente PCL possui
consisténcia borrachdide, propriedade incomum entre os poliésteres alifaticos. Essa
caracteristica contribui para a alta permeabilidade do polimero para muitos
medicamentos (Corden et al., 1999; Duan et al., 2007; Engelberg, Kohn, 1991;
Monteiro et al., 2017; Woodruf, Hutmacher, 2010).

Segundo a literatura, a PCL é o polimero mais comumente utilizado para a
producdo de NF pela técnica de eletrofiacdo (Cipitria et al., 2011; Khalf, Madihally,
2017; Woodruf, Hutmacher, 2010). Dentre as varias alternativas, as NF tém chamado
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atencao devido ao seu grande potencial para composi¢cdes farmacéuticas, que podem
ser projetadas para fornecer dissolucao rapida, imediata, retardada ou modificada, tais

como caracteristicas de liberagédo sustentada e/ou pulsatil (Huang et al., 2003).

2.5 Processo de eletrofiacéo

O processo de eletrofiacdo tem suas origens na primeira metade do século
XX, evidenciado por patentes como as de Cooley (1902), Morton (1902), Norton
(1936) e de Formhals (1930 e 1940). Este método, conhecido por sua simplicidade,
custo acessivel e ampla aplicabilidade, destaca-se em diversas areas, incluindo meio
ambiente, biomedicina, energia, sensores e alimentos. Sua versatilidade possibilita a
producdo de nanofibras a partir de uma variedade de materiais, como polimeros
sintéticos ou naturais, carbono, ceramica, metal, ou pela combinagdo de um ou mais
materiais. 1sso resulta na obtencdo de fibras com diametros que variam de dezenas
de nan6émetros a alguns micrdmetros (Bhardwaj, Kundu, 2010; Chen et al., 2010;
Cheng et al., 2008; Costa et al., 2012; Khalf, Madihally, 2017; Li, Xia, 2004; Mercante,
Corréa, 2023; Reneker, Yarin, 2008).

Um sistema de eletrofiacdo basico é composto por quatro componentes
principais: uma fonte de alta tensdo, uma bomba de seringa, um capilar (geralmente,
uma agulha hipodérmica com ponta plana) e um anteparo coletor metalico estatico ou

um mandril rotatério (Figura 2).

Figura 2 — Esquema do equipamento de eletrofiacéo
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Legenda: A) fonte ejetora da solucdo; B) seringa com a solugéo pra eletrofiagédo; C) fonte de alta tenséo;
D) fio condutor para aplicacéo de alta tenséo, E) fio terra, F) anteparo para coletar as fibras, G) capela
de eletrofiacdo com exaustor.
Fonte: Elaborado pela autora.

O eletrodo positivo é conectado a ponta da agulha, enquanto o negativo (ou
neutro) é posicionado no coletor, estabelecendo um campo elétrico. Esse arranjo
mantém a solucdo por tensao superficial, carregando eletricamente sua superficie.
Quando a diferenca de potencial supera a tenséo superficial, a solu¢do polimérica é
forcada a passar pelo capilar originando uma gota, que se alonga para formar um
cone, denominado cone de Taylor. O jato resultante se estreita e € direcionado ao
coletor. Nessa fase, o solvente presente na solugdo evapora gradualmente, dando
origem a uma manta de fibras ndo tecida que é, é depositada sobre um substrato
(Ahmed et al., 2015; Anup et al., 2021; Huang et al., 2003; Liang et al., 2007; Rutledge,
Fridrikh, 2007; Thakkar et al., 2017; Xue et al., 2019).

Costa et al. (2012) ilustra as etapas do processo de eletrofiagéo, incluindo a

formacao do cone de Taylor. Durante o alongamento e ejecéo do jato, quatro regioes
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distintas sdo formadas: cone de Taylor, a zona de transicdo, 0 segmento linear e a

regido de espalhamento, demonstradas na Figura 3.

Figura 3 — Representacéo das quatro regides do jato da solucéo

AGULHA 2) Zona de
transigcao

@ 2l 4) Regio de
ﬁ o espalhamento
ﬁ 3) Segmento
linear
1) Cone

de Taylor
Fonte: Adaptado de Costa et al. (2012).

Solucgao polimérica

Neste processo, € possivel otimizar as propriedades das fibras eletrofiadas, o
que pode impactar positivamente o seu desempenho final, que é possivel com o ajuste
adequado dos diferentes fatores envolvidos. Entre os parametros do processo,
encontram-se a voltagem utilizada, razdo de fluxo com que a solucédo polimérica é
ejetada, diferenca de potencial gerada no campo elétrico e distancia da ponta da
agulha ao coletor. Enquanto os parametros da solugdo compreendem o tipo de
solvente utilizado, tipo de solugdo, bem como a condutividade elétrica, viscosidade e
tensao superficial da solucdo. Por fim, parametros ambientais, como a temperatura e
umidade também exercem influéncia (Costa et al., 2012; Cramariuc et al., 2013; Demir
et al., 2002; Fadil et al., 2021; Huang et al., 2003; Pillay et al., 2013; Rutledge, Fridrikh,
2007; Zhang et al., 2013).

O diametro das fibras € influenciado pela tenséo aplicada durante o processo.
Huang et al. (2003) afirmam que um aumento na tenséo resulta em um jato de solugéo
com maior volume e, consequentemente, maior diametro final das NF. Enquanto
Heikkila e Harlin (2008) destacam que a tensdo desempenha um papel crucial na
formacdo do jato da solucéo polimérica, que se move da agulha para o coletor. Se a

tensdo for muito baixa, ndo sera suficiente para superar a tensdo superficial da
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solucéo, resultando no gotejamento da solucéo na ponta da agulha em vez de seu

alongamento, como ilustrado na Figura 4.

Figura 4 - Efeito da variacdo da tensao na formacéo do Cone de Taylor
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Ejecaoda ( ) T)

solug&o T

Fonte: Adaptado de Sill e Recum (2008).

Aumento da tensao

Se a tensdo aplicada for excessivamente alta, o jato formado ndo sera
uniforme, levando a geracdo de nanofibras com didmetros variados e podendo ocorrer
a formacao de defeitos em formato de contas ao longo das fibras, conhecidos como

swab (Figura 5).
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Figura 5 — Micrografias de nanofibras poliméricas
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Legenda: A) NF sem defeitos ou com a presenca de beads; B) NF contendo beads em sua formacao.
Aumento 4000x.
Fonte: Elaborado pela autora.

A distancia entre a ponta da agulha e o coletor € segundo principal fator que
influencia a formacao das fibras. Conforme Heikkila e Harlin (2008), se essa distancia
for muito grande, o campo elétrico formado néo sera suficientemente forte, podendo
resultar na perda de muitas fibras que néo alcancardo o coletor. Isso pode prejudicar
a produtividade e levar ao desperdicio de matéria-prima. Por outro lado, se a disso,
se a distancia for muito pequena, ndo havera espaco adequado para a evaporacao do
solvente e, um valor maximo para que o campo elétrico seja efetivo na estabilizacéo
do cone de Taylor, resultando na formacao de beads (Costa et al., 2012; Gao et al
2022). Mercante, Corréa (2023) também destacam que a deposicao no coletor ainda
Uumidas geralmente leva a formacéao de fibras achatadas ou até mesmo a formacao de
um filme continuo.

A razédo de fluxo do polimero da seringa € um parametro importante do
processo, pois influencia a velocidade do jato e a taxa de transferéncia do material
(Bhardwaj, Kundu, 2010). Aumentar a velocidade de injecdo da solucdo levara a
expansdo do diametro do jato, o que aumenta o diametro da fibra, enquanto uma
velocidade de injecdo da solucdo muito lenta pode impedir a formacéo de fibras ou
levar a descontinuidade da fibra (Gao et al., 2022, Husain et al., 2016). Zhang et al.
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(2013) destacam que uma razéo de fluxo muito elevada leva a uma quantidade maior
de solucéo atingindo a ponta da agulha, tornando dificil a ejecdo uniforme devido a
alta diferenca de potencial. Isso resulta em nanofibras instaveis, com possivel
formacao de beads.

As propriedades do solvente utilizado tém um efeito importante no processo
de eletrofiacdo. O solvente deve ser capaz de dissolver o polimero em concentracdes
adequadas e apresentar volatilidade apropriada para permitir a formacéo de fibras
(Gao et al., 2022; Pillay et al., 2013). Geralmente, os solventes volateis sdo a escolha
preferida, pois facilitam a desidratacdo das nanofibras durante a trajetoria da ponta
capilar até a superficie do coletor possuindo rapida taxa de evaporacdo. Solucdes
preparadas a partir de solventes com volatilidade muito baixa podem resultar em fibras
Umidas e achatadas, formacdo de filmes ou até mesmo impedir o processo de
eletrofiacdo. No entanto, solventes altamente volateis devem ser evitados, pois podem
evaporar na ponta do capilar e, assim, resultar em entupimento e obstrucao do fluxo
da solucéo de polimero (Pillay et al., 2013; Mercante, Corréa, 2023; Xue et al., 2019).

A viscosidade, concentracéo de polimero e peso molecular do polimero estéo
correlacionados entre si e desempenham um papel importante na determinacédo do
tamanho e da morfologia das fibras. Solu¢cdes com viscosidade muito baixa podem
resultar na falta de formacé&o continua de fibras, enquanto viscosidades muito altas
dificultam a ejecéo dos jatos da solucdo polimérica, pois uma maior viscosidade requer
forcas elétricas mais intensas para superar a tensao superficial e a for¢ca viscoelastica
necessaria para alongar as fibras (Bhardwaj, Kundu, 2010; Costa et al., 2012; Demir
et al., 2002; Huang et al., 2003; Rutledge, Fridrikh, 2007).

Além disso, a concentracdo do polimero na solucdo € um fator determinante.
Baixa massa molar e/ou baixa concentracdo polimérica podem resultar em menor
viscosidade, levando a menor estabilidade dos jatos de solucédo polimérica, o que
pode favorecer a formacdo de fibras com menores didmetros e a ocorréncia de
defeitos na estrutura das fibras, inclusive a ruptura do jato, promovendo 0 processo
de eletropulverizacdo, em vez da eletrofiacdo. Por outro lado, solucbes com
viscosidade muito elevada podem resultar em fibras com maiores diametros e podem
levar ao entupimento do capilar, interrompendo o processo de eletrofiagéo,

especialmente em solventes volateis (Costa et al., 2012; Mercante, Corréa, 2023).
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Segundo Gao et al. (2022), temperaturas mais baixas reduzem a volatilizacao
do solvente, resultando na solidificacdo incompleta das fibras. Por outro lado,
temperaturas elevadas aceleraram a evaporagdo, gerando fibras continuas, mas
temperaturas excessivamente altas podem obstruir a agulha.

A umidade relativa também influencia, sendo que em ambientes Umidos,
polimeros hidrofébicos podem formar poros na superficie das fibras durante a
eletrofiacdo, além de beads (Mercante, Corréa, 2023).

Temperaturas mais baixas retardam a volatilizagdo do solvente, resultando
em solidificacdo incompleta das fibras. Em contraste, temperaturas mais altas
aceleram a evaporacao, gerando fibras continuas, mas temperaturas excessivamente

altas podem obstruir a agulha.

2.6 Estudo em modelos animais

A necessidade de se estabelecer um protocolo padréo para o tratamento da
EP, dada a sua elevada taxa de recorréncia, tem impulsionado a busca por novas
abordagens terapéuticas. Antes de iniciar estudos clinicos, é crucial garantir a
seguranca e eficacia de tratamentos inovadores (Adam, Khan, 2021; de Souza et al.,
2021; Moraes et al., 2021). Atualmente muito utilizados, os métodos alternativos,
como o embrido de galinha, zebrafish, Drosophila melanogaster e Galleria mellonella,
apresentam boa correlagdo com modelos animais, dispensando a necessidade de
instalagbes ou pessoal especializado para manutencdo (Brunke et al., 2015;
Figueiredo-Godoi 2019; Jacobsen et al., 2011; Tobin et al., 2012).

Embora esses modelos possam servir como ferramenta de triagem para
avaliar a viruléncia de linhagens mutantes ou testar novos medicamentos antifungicos,
0os modelos animais ainda séo considerados o padrao-ouro na maioria das infeccoes
fungicas e continuam a ser fundamentais para o avanco da micologia médica (Alcazar-
Fuoli et al., 2015; Brunke et al., 2015; Capilla et al., 2007; Jacobsen et al., 2011; Maciel
Quatrin et al., 2019).

A utilizacdo de pesquisas com animais remonta a milénios na historia da

humanidade. Por volta de 1865, principios do uso de animais como modelo foram
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estabelecidos e buscou-se criar regras e principios para pesquisas médicas
experimentais (Fagundes, Taha, 2004). Os modelos animais desempenham um papel
crucial na pesquisa biomédica, aprimorando a compreensao das doencas ao permitir
o estudo de sua origem, progressao e tratamento em um ambiente mais complexo do
gue os estudos in vitro. Contribuem para o desenvolvimento e avaliacdo de terapias e
medicamentos, superando as limitacdes dos ensaios clinicos em humanos. A escolha
de um modelo animal deve levar em consideracdo as semelhangas biolégicas com
seres humanos (Andersen, Winter, 2019; Baxter, Griffin, 2016; Hau, 2008;
Khorramizadeh, Saadat, 2020; Stevens et al., 2020; Yu et al., 2020).

Inicialmente, estudos de Budtz-Jorgensen (1971) e Olsen e Haanaes (1977)
utilizaram primatas para investigar a Candida na EP. Apesar de teoricamente macacos
serem considerados um bom modelo animal devido a sua microbiota oral semelhante
a dos seres humanos, a capacidade de utilizar e tolerar placas de acrilico que simulam
PTs na cavidade bucal e a susceptibilidade a infec¢des relacionadas a Candida, foram
descontinuados devido aos altos custos e complexidades associados.

Ratos de laboratério (Rattus norvegicus) representam uma alternativa na
pesquisa biomédica, compartilhando cerca de 97,5% do seu DNA funcional com os
seres humanos, 0 que representa apenas um por cento a menos que a
compatibilidade dos macacos. Além disso, podem ser submetidos a rigorosos
controles genéticos e ambientais (Kuramoto, 2023; New Scientist Magazine, 2022).

A facilidade de manipulacéo, o baixo custo de manutencao, o grande tamanho
corporal e cavidade bucal suficientemente grande tornam esses animais ideais para
experimentos. Eles também apresentam padroes de colonizacdo e lesdes de
candidose oral semelhantes aos observadas em humanos, tanto microscopicamente
quanto histologicamente (Jones, Adams, 1970; Olsen, Bondevik, 1978;
Samaranayake, Samaranayake, 2001).

A utilizagdo de dispositivos intraorais que simulam préteses dentarias em
modelos murinos desempenha o importante papel de facilitador do desenvolvimento
da infeccdo fungica. O epitélio palatal, revestido por uma camada densamente
cornificada de queratina, inicialmente impede a retencdo das células de Candida. No
entanto, os metabdlitos e a baixa concentracdo de oxigénio sob os dispositivos de
resina acrilica podem promover a formacéo de hifas e sua penetracdo nos tecidos
(Fisker et al., 1982; Philipsen et al., 1982; Shakir et al., 1981). Diferentes designs e
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técnicas de fabricacdo foram propostos ao longo dos anos para viabilizar o uso de
dispositivos intraorais em roedores, visando a subsequente inducdo da EP. Estudos
empregaram, por exemplo, dispositivos de resina acrilica com uma banda de ago ao
redor dos incisivos fixada com resina autopolimerizante, por¢des fixas e removiveis
com imas, dispositivos fixados com fios ortodénticos, dispositivos de resina acrilica
reembasados e cimentados com resina composta (Bail et al., 2014; Jennings,
MacDonald, 1992; Johnson et al., 2012; Nett et al., 2010; Moraes et al., 2022).

Hotta et al. (2017) observou que o recobrimento total do palato e a presenga
de fios metalicos nos dispositivos geravam um significativo estresse nos animais,
levando a perda de peso. Como solucdo desenvolveu um dispositivo intraoral de
resina acrilica termicamente ativada rosa, que cobria apenas a regido posterior do
palato e era cimentado na regido dos molares, possibilitando reembasamento, quando
necessario, visando sua aplicacdo em estudos in vivo. Essa modificacdo visava
reduzir a perda dos dispositivos ao longo dos experimentos. Moraes et al. (2021)
adaptaram essa metodologia ao propor o uso de resina acrilica incolor para a
confecgao dos dispositivos palatinos, permitindo uma melhor visibilidade durante sua
adaptacao e fixacdo. Esses dispositivos foram cimentados com um cimento resinoso

autoadesivo (Figura 6).

Figura 6 — llustracdo esquematica do dispositivo palatino

Legenda: A) Dispositivo de acrilico cobrindo apenas a porcao posterior do palato duro; B)
confeccionado com resina acrilica incolor termopolimerizavel; C) cimentados com cimento resinoso
autoadesivo, que foi inserido na regido molar bilateralmente.

Fonte: Moraes et al (2021).
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Sultan et al. (2019) desenvolveu um dispositivo intraoral digitalmente,
utilizando um software para scanear um modelo mestre do palato do rato.
Posteriormente, esse modelo foi impresso em 3D em resina translicida. Apés a
instalagédo do dispositivo nos animais, uma suspenséo de células de C. albicans foi
introduzida através de um reservatorio entre o dispositivo e o palato para estabelecer
a infeccao. Os dispositivos foram fixados com adesivo e resina fluida fotopolimerizada.
Um hidrogel baseado em peptideos antimicrobianos, foi empregado, revelando-se
potencial um agente profilatico seguro e viadvel contra a EP, porém ineficaz na
eliminacao de biofilmes pré-formados nos dispositivos infectados.

Considerando o conhecimento sobre a EP em seres humanos, acredita-se
que um modelo animal eficaz deve integrar de forma equilibrada os fatores ao longo
de um intervalo de tempo significativo, a fim de replicar com precisdo a condi¢ao

clinica humana (Moraes et al., 2022).
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3 PROPOSICAO

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficicia do tratamento de mantas de NF
eletrofiadas do polimero PCL incorporadas do antifiingico NIS sobre biofilmes in vitro

de C. albicans e em EP induzida em modelos animais.

3.2 Objetivos especificos

— Sintetizar mantas de NF de PCL puro e de PCL com adicéo de NIS;

— Determinar a curva de liberacdo do antifangico;

— Avaliar a citotoxicidade das mantas com e sem adicdo de NIS através da
analise de viabilidade celular em queratindcitos humanos;

— Avaliar a atividade das mantas em biofilme in vitro de C. albicans;

— Explorar os efeitos da manta com adicdo de NIS na EP experimental,

utilizando modelos animais.
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4 MATERIAL E METODOS

O delineamento experimental deste estudo esta ilustrado na Figura 7.

Figura 7 — Fluxograma da metodologia do trabalho

Solucéo de 2 ml de PCL B> Determinagéo da curva de
liberagdao do farmaco (UV-Vis)

Sintese das 2 ml de PCL/NIS 0,045 g

NF/PCL + NIS > Anilise da citotoxicidade em

queratindcitos humanos
2 ml de PCL/NIS 0,090 g

2 ml de PCL/NIS 0,225¢g 24 Analise em biofilme in vitro

Analise in vivo

Confecgdo dos dispositivos
palatinos

Teste de esterilidade dos
dispositivos palatinos

Indugao da EP em modelos
animais

Analise histologica —

Fonte: Elaborado pela autora.

4.1 Sintese das nanofibras

4.1.1 Proporcionamento das solugdes
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A proporc¢dao das solucdes foi previamente definida por Santos (2020). Foram
dissolvidas 1,8 g de pellets do polimero PCL (Sigma-Aldrich, San Luis, EUA) em 4,05
mL dos solventes N,N-dimetilformamida (DMF) (Sigma-Aldrich, San Luis, EUA) e
1,1,2,2-tetracloroetano (Sigma-Aldrich, San Luis, EUA). Esta solucao foi mantida em
agitacdo constante por 24 h em agitador magnético (IKA RH Basic, Staufen,
Alemanha). Em seguida, trés concentracdes de NIS foram adicionadas na solucéo de
PCL (PCL/NIS), resultando-se em quatro solugdes diferentes, conforme demonstrado
no Quadro 1.

Quadro 1 — Proporcao das solucdes de PCL e NIS

Proporcédo PCL (mL) Proporcéo NIS (g) Solucéo
2 Né&o foi adicionada PCL
2 0,045 PCL/NIS 0,045 g
2 0,090 PCL/NIS 0,090 g
2 0,225 PCL/NIS 0,225 g

Fonte: Santos (2020).

4.1.2 Técnica da eletrofiacao

Para a sintese das NF de PCL com adicdo do antifiingico NIS foi utilizado o
equipamento de eletrofiagéo (obtido por meio do processo FAPESP 2014/00668-4) do
laboratério de Bioengenharia e Biomateriais do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de
Sédo José dos Campos — UNESP. Os parametros utilizados neste trabalho foram

definidos previamente por Santos (2020) e estdo demonstrados no Quadro 2.
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Quadro 2 — Parametros da eletrofiacédo

Solucéo Distancia (cm) Voltagem (kV) Fluxo (mL/ h)
PCL 8 15 0,5
PCL/NIS 0,045 g 8 13 0,5
PCL/NIS 0,090 g 8 13 0,5
PCL/NIS 0,225 g 8 15 0,5

Fonte: Santos (2020).

As membranas de NF foram coletadas de maneira desalinhada com auxilio
de motor elétrico (WEG S.A., Jaragua do Sul, SC, Brasil), com 600 rpm, e o dispositivo
cilindrico giratorio com folha de papel aluminio, onde foram depositadas (Figura 8).

Figura 8 — Sistema preparado para eletrofiacdo

Legénda: A) Sistema montado para eletrofiacdo; B) Distancia entre agulha e coletor.
Fonte: Elaborado pela autora.

4.2 Espectroscopia Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

4.2.1 Curva padrdo da nistatina
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A curva padréo foi construida a partir de uma solucao estoque de NIS diluida
em DMF (10000 pg/ mL). Para tanto, concentracdes variando de 9,76 a 312,50 g/
mL foram dispensadas nos pogos de placas de 96 pogos UV-transparentes e
analisadas em espectrofotdmetro (Epoch, Biotek Instruments, Winoosk, EUA) no

comprimento de onda de 310 nm.

4.2.2 Cinética da liberacdo da nistatina

A liberacao de NIS das formulacdes de PCL/NIS foi determinada em parceria
com a Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP), Campus de S&o José dos
Campos. Para isso, uma amostra de 1 x 2 cm das quatro mantas de PCL/NIS foi
colocada em tubos Falcon contendo 10 mL de Solucdo Salina Fosfato (PBS) e
incubada a 37 °C com agitacdo (100 rpm). A analise foi realizada em triplicata nos
seguintes tempos: 0 h, 6 h, 10 h, 24 h, 30 h, 34 h, 200 h e 320 h. Para cada andlise,
foram retirados 1 mL de aliquota, e 1 mL de PBS foi adicionado para restaurar o
volume inicial das amostras para 10 mL. A analise foi concluida quando nenhum
antifangico adicional foi detectado na solu¢éo. Posteriormente, a absorbancia de cada
aliquota foi medida a 310 nm em espectrofotbmetro (Biotek Instruments, Vermont,
EUA).

4.3 Padronizacao da suspenséo de C. albicans

Foi utilizada a cepa clinica (70) de C. albicans coletada da cavidade bucal de
paciente HIV positivo (Junqueira et al., 2012), armazenada em estoques congelados
em caldo Infuso Cérebro Coracéo (Brain Heart Infusion - BHI, Himedia®, Mumbai,
india), contendo 20% de glicerol a -80 °C, no Laboratério de Microbiologia e
Imunologia do Instituto de Ciéncia e Tecnologia do Campus de S&o José dos Campos
na Universidade Estadual Paulista — UNESP.

A cepa foi semeada em agar Sabouraud Dextrose (Himedia®, Mumbai, india)
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com Cloranfenicol (InLab, Sdo Paulo, Brazil) e incubada por 48 h a 37 °C em estufa
bacteriologica. ApOs esse periodo, colbnias carateristicas de C. albicans foram
transferidas para o meio de semeadura caldo Yeast Extract, Peptone Dextrose (YPD,
Himedia Laboratories, Munbai, india) e mantidas a 37 °C em uma estufa agitadora
(Q315IA, Quimis, Sao Paulo, Brasil) com frequéncia de 75 rpm por 24 h. A cultura do
microrganismo foi centrifugada a 500 rpm por 10 min (MPW 350, Med. Instruments,
Varsdvia, Polbnia) e o sobrenadante desprezado. A seguir, o sedimento foi suspenso
em 5 mL de solucao salina (NaCl 0,9%) esterilizada. Esse procedimento foi repetido
mais uma vez. A contagem de células fangicas foi realizada com o uso de um
hemocitémetro (Laboroptik GMBH, Bad Homburg, Alemanha), a fim de obter uma

suspensdo padronizada (1 x 108 células/ mL) (Tobouti et al., 2016).

4.4 Analise das nanofibras em biofilme de C. albicans

Para a andlise do efeito das mantas de NF em biofilme de C. albicans, os
biofilmes foram montados no fundo dos poc¢os das microplacas de 96 pocos de forma
gue cada poco obteve o volume final de 200 pL de suspensao padronizada.

A seguir, microplaca foi vedada e deixada em estufa a 37 °C em agitacao 75
rpm, por 90 min para fase de pré-adesdo. Apds a pré-adesdo, o sobrenadante foi
removido e os pocos lavados cuidadosamente com 200 pL de PBS por 2x para retirar
as células fracamente aderidas. Os pocos foram novamente preenchidos com 200 uL
de meio YNB (acrescido de glicose) novo, e a microplaca foi deixada por 24 h em
estufa a 37 °C em agitagéo 75 rpm.

Apoés 24 h da formacgéao do biofilme, o sobrenadante foi removido e 0s pocos
preenchidos novamente com 200 pL de meio YNB (acrescido de glicose) novo. Entéo,
amostras das mantas em forma de discos com 6 mm de didmetro, foram divididas em
cinco grupos (N=5) e posicionadas bem ao fundo dos pogos e a microplaca deixada
por 48 h em estufa a 37 °C em agitagéo 75 rpm (Quadro 3 e Figura 11).
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Quadro 3 - Distribuicdo dos grupos para analise em biofilme

Grupo Descricao Quantidade de NIS
Controle N&o tratado (controle negativo) -
PCL PCL puro (controle positivo) -
PCL/NIS 0,045 g PCL com adic&o de 0,045 g de NIS 0,34 mg
PCL/NIS 0,090 g PCL com adic&o de 0,090 g de NIS 0,6 mg
PCL/NIS 0,225 g PCL com adicéo de 0,225 g de NIS 1,6 mg

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 9 — Disposicdo dos grupos na microplaca de 96 pocos

Legenda: A) Controle; B) PCL; C) PCL/NIS 0,045 g; D) PCL/NIS 0,090 g; E) PCL/NIS 0,225 g.
Fonte: Elaborado pela autora.

Apbs o periodo de tratamento de 48 h, as membranas foram removidas dos
pocos e o biofilme desprendido com sonicador de ponteira (Sonics Vibra Cell VCX
130, Sonics & Materials Inc, Newton, CT, EUA). Em seguida, o contetdo de cada pogo
foi diluido (102, 104, 10 células/ mL), plagueado juntamente com o puro em agar

Sabouraud com cloranfenicol pela técnica da gota e armazenado em estufa a 37 °C
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por 48 h para posterior contagem de UFC/ mL.

4.5 Anélise da viabilidade celular em queratindcitos humanos (HaCat)

A andlise da viabilidade celular das membranas foi realizada no Laboratorio
de Estudos Interdisciplinar de Células (LEIC) do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de
S&o José dos Campos — UNESP. Por meio de teste colorimétrico de resazurina,
avaliou-se a atividade enzimatica celular de queratinécitos humanos (HaCat). Para
reativacdo celular, as células foram transferidas para microplacas de 96 poc¢os na
concentragdo de 4 x 10* células viaveis e cultivadas em 200 uL de meio de cultura de
Eagle, modificado por Dulbecco (DMEM, Sigma Chemical Company, St Louis MO,
EUA), contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de solucdo antibidtica-
antimicotica (Sigma-Aldrich, San Luis, EUA). As células foram mantidas em estufa a
37 °C, numa atmosfera Umida contendo 95% de ar e 5% de CO:2 (Forma Scientific,
Marietta, OH, EUA) por 24 h para a aderéncia celular.

Passado o periodo de incubacédo, o meio de cultivo foi trocado e, amostras em
formato de discos com 6 mm de diametro, foram divididas em cinco grupos,

respeitando N=10, como demonstra o Quadro 4 e Figura 9.

Quadro 4 — Distribuicdo dos grupos para andlise de citotoxicidade

Grupo Descricao Quantidade de NIS
C Controle de células (controle negativo) _

PCL PCL puro (controle positivo) _
PCL/NIS 0,045 g PCL com adicéo de 0,045 g de NIS 0,34 mg
PCL/NIS 0,090 g PCL com adic&o de 0,090 g de NIS 0,6 mg
PCL/NIS 0,225 g PCL com adicéo de 0,225 g de NIS 1,6 mg

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 10 — Microplaca de 96 pocos preparada para a analise da viabilidade celular
em células HaCat
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Fonte: Elaborado pela autora.

Os tratamentos foram realizados por 24 h, apés este periodo, o meio de cultivo
foi retirado e em seguida foram adicionados 10 pL/poc¢o da solucédo de resazurina
(Sigma, Missouri, EUA) na concentracao de 0,01%, em conjunto a 90 uL de DMEM +
10% SFB. A microplaca de 96 pocos foi incubada ao abrigo da luz (37°C, com 5% de
CO2) por 16 h, apos incubagédo as células com atividade metabdlica possuem a
capacidade de reduzir o sal de resazurina em resofurina, modificando a cor do sal de

azul para rosa (Figura 10).
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Figura 11 — Microplaca de 96 pocos ap0s a reducdo do sal de resazurina e mudanca

de cor
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Fonte: Elaborado pela autora.

A absorbancia dos pocos foi lida em espectrofotometro (Biotek Instruments,
Vermount, EUA) com comprimento de onda de 570 nm e as densidades 6pticas (DO)
obtidas foram convertidas em percentual de viabilidade celular empregando-se a

seguinte férmula:

% Atividade metabdlica = (DO Grupo Tratado x 100)/ Média DO Grupo Controle

4.6 Analise in vivo

4.6.1 Modelos animais

Para o experimento in vivo, foram utilizados como modelos animais ratos

machos Wistar albinos (Rattus novergicus), com idade de 90 dias, pesando entre 300-
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400 g provenientes do Biotério Central do Campus de Botucatu/UNESP. O trabalho
recebeu a aprovacao do Conselho de Etica no Uso de Animais do Instituto de Ciéncias
e Tecnologia — UNESP S&o José dos Campos (Protocolo 04/2021).

Todos os procedimentos intraorais foram realizados sob anestesia geral por
meio de injecdo intraperitoneal de 100 mg/ kg de 10% de cetamina (Cetamin; Syntec
do Brasil Ltda., S&o Paulo, Brasil) e 10 mg/ kg de 2% de xilazina (Xilazin; Syntec do

Brasil Ltda., Brasil), relaxante muscular e sedativo de uso animal.

4.6.2 Confeccéo dos dispositivos palatinos de resina acrilica

Para a inducdo da EP nos animais experimentais foram utilizados dispositivos
palatinos (DP). A principio, foi realizada a moldagem anatémica do palato de um
animal sedado para a obtengdo de um modelo de estudo universal, com silicone de
condensacao de consisténcia densa e leve, Optosil e Xantopren (Heraeus Kulzer,

Hanau, Alemanha), respectivamente (Figura 12).

Figura 12 — Moldagem anatdémica com silicone de condensagéao

Legenda: A) Moldagem superior com silicone de condensacdo de consisténcia pesada; B) Molde
obtido apos moldagem com silicone de consisténcia leve.
Fonte: Elaborado pela autora.
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O molde de silicone obtido foi vazado em gesso especial tipo IV (Gesso Rio,
Rio de Janeiro, RJ, Brasil), permitindo a obtencdo de um modelo de estudo. O modelo
foi encerado com 1,5 mm de cera 7 (Lysanda Produtos Odontoldgicos, Séo Paulo, SP,
Brasil) (Figura 13).

Figura 13 — Modelo anatdmico obtido

Legenda: A) Modelo anatdémico; B) Modelo encerado.

Entdo, iniciou-se a inclusdo do enceramento na base de mufla plastica VIPI-
STG (Vipi Produtos Odontolégicos, Pirassununga, SP, Brasil), empregando-se gesso
tipo Il ou comum (Gesso Rio, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) na proporcdo 220 g de p6
para 110 mL de &gua. A seguir, os enceramentos foram posicionados na superficie
do gesso onde apenas um dos lados ficou em intimo contato com a superficie do
mesmo. Aguardada a presa do gesso (60 min), aplicou-se o isolante Dencril (Vipi
Produtos Odontologicos, Pirassununga, SP, Brasil) e a contra-mufla foi adaptada
com os parafusos travados e verteu-se 0 gesso tipo Il na proporcdo de 220 g de po,
para 110 g de 4gua, pela abertura na parte superior da mufla de forma gradativa e

com o auxilio do vibrador de gesso (Figura 14).
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Figura 14 — Inclusdo em mufla

Legenda: A) Base da mufla com enceramentos incluidos; B) Contra-mufla adaptada; C) Mufla
preenchida com gesso.
Fonte: Elaborado pela autora.

ApOs a presa final do gesso, a mufla foi aberta e a cera removida. Entéo, a
resina acrilica ativada termicamente (RAAT) incolor (Artigos Odontolégicos Classico,
Campo Limpo Paulista, SP, Brasil), foi proporcionada, manipulada de acordo com as
recomendacdes do fabricante, e acomodada na mufla (em sua fase plastica), nos
espacos deixados pelos enceramentos. Realizou-se a técnica da prensagem Unica
em prensa hidraulica (Techno Maquinas) na pressao maxima de 1000 kgF. Apés 30
min de descanso da mufla, foi feita a polimerizagéo, utilizando-se o forno de micro-
ondas (Continental AW-30) com prato giratério e poténcia maxima de 900 W. O ciclo
empregado foi de 10% da poténcia do aparelho por 20 min acrescidos de 5 min a 60%
da poténcia.

Apos o completo resfriamento da mufla, foi realizado o acabamento da
superficie da moldeira individual em resina com broca minicut (Microdont, S&do Paulo,
SP, Brasil) para a remocéo de excessos. A regido de molares foi aliviada com broca
esférica n° 2 (Microdont, Sdo Paulo, SP, Brasil) para criar espaco para a moldagem
funcional. O polimento foi realizado com kit de borrachas para polimento de resina

acrilica (KG Sorensen, Cotia, SP, Brasil) (Figura 15).
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Figura 15 — Moldeira individual finalizada

Fonte: Elaborado pela autora.

Finalizada a moldeira individual, partiu-se para a proxima etapa da confec¢éo
dos dispositivos palatinos, a moldagem funcional e obtencdo do modelo de trabalho.
Esta foi realizada da mesma forma, com o animal sedado com uma injecao
intraperitonial com 100 mg/ kg de cetamina 10% (Cetamin, Syntec, Santana de
Parnaiba, SP, Brasil) associada a 10 mg/ kg de xilazina 2% (Xilazin, Syntec, Santana
de Parnaiba, SP, Brasil) e, utilizou-se silicone de condensacéo de consisténcia leve,
Xantopren (Heraeus Kulzer, Hanau, Alemanha).

A seguir, o molde de silicone foi vazado em gesso especial tipo IV (Gesso Rio,
Rio de Janeiro, RJ, Brasil), obtendo-se o modelo de trabalho. O moldelo foi encerado
com 1,5 mm de cera 7 (Lysanda Produtos Odontolégicos, Sao Paulo, SP, Brasil),
incluidos em mufla obedecendo-se os passos descrito acima, resultando nos
dispositivos palatinos. O acabamento novamente foi feito com broca minicut
(Microdont, Sao Paulo, SP, Brasil) para a remocao de excessos, a regiao de molares
foi aliviada com broca esférica n° 2 (Microdont, Sdo Paulo, SP, Brasil) para criar
espaco para cimentagcdo em boca e o polimento foi realizado com kit de borrachas
para polimento de resina acrilica (KG Sorensen, Cotia, SP, Brasil), como demonstrado

na Figura 16.
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Figura 16 — Passos para obtencédo do dispositivo palatino

Legenda: A) Molde realizado com silicone de consisténcia leve; B) Modelo de trabalho; C) Enceramento
com cera 7; D) Dispositivo finalizado apds acabamento e polimento.
Fonte: Elaborado pela autora.

ApGs a finalizacdo do acabamento e polimento, a regido aliviada dos dentes
molares recebeu como tratamento de superficie o jateamento com particulas de 50
pum de 6xido de aluminio (Bio-art, Sdo Carlos, Sdo Paulo, Brasil), utilizando-se

jateadora Sandblaster IlI (Trijato Goldline, Araraquara, Sao Paulo, Brasil).

4.6.3 Analise da esterilidade dos dispositivos palatinos

Esse teste foi realizado de acordo com a metodologia de Moraes (2018) com
algumas modificacbes. Dez DP foram divididos em dois grupos (N=5): controle
negativo, nao estéril (CN) e estéril (UV). O grupo UV foi esterilizado com luz
ultravioleta por 15 min cada lado. A seguir, os dispositivos foram imersos em tubos
Falcon de 15 mL com 5 mL de caldo BHI e homogeneizados em voértex por 30 s (Figura
17).
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Figura 17 — Dispositivo palatino armazenado em tubo Falcon

Fonte: Elaborado pela autora.

Os tubos Falcons foram avaliados visualmente de acordo com a turvacao do
meio e uma aliquota de 150 pL dos caldos foi transferida para uma microplaca de 96
pocos para analise em espectrofotdmetro de microplacas (Epoch, Biotek Instruments,
Winoosk, EUA) a 450 nm.

ApOs essa primeira leitura, foram adicionados 50 pL do corante cloreto de
2,3,5-trifenil tetrazolio (TTC) (Sigma-Aldrich, San Luis, EUA) em cada poco para

verificacdo da viabilidade microbiana. O experimento foi realizado em triplicata.

4.6.4 Administragao de tetraciclina

Os animais receberam cloridrato de tetraciclina (Terramicina, Pfizer Inc, Nova
lorque, EUA) na agua de beber, administrado na concentracdo de 0,83 mg/ mL,
iniciado 7 dias antes da infec¢cao e mantido até o final do experimento. A administracao
de tetraciclina foi realizada de acordo com Rossoni et al. (2015) e a agua foi mantida

ad libitum.
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4.6.5 Modificacdes na dieta alimentar

Visando o conforto dos animais durante sua alimentacao, além de minimizar
0 acumulo de detritos alimentares na cavidade bucal, durante o uso dos DP, os
animais nao foram alimentados com racao solida como é comumente recomendado.
Baseando-se em Hotta (2013), os animais receberam uma dieta pastosa, onde a
racdo foi triturada até a consisténcia de pé e misturada a agua. A quantidade da
mistura foi baseada no consumo diario de racdo na fase adulta (22 g) e foi iniciada

trés dias antes da instalacédo para a adaptacdo dos animais.

4.6.6 Formacdao dos biofilmes de C. albicans nos dispositivos palatinos

Para a adesao do biofilme, os DP foram primeiramente esterilizados em luz
ultravioleta por 15 min cada lado. Entdo, 2 mL da suspensédo padronizada (1 x 108
células/ mL) de C. albicans em caldo Yeast Nitrogen Base (YNB, DFICO, Sao Paulo,
Brazil) acrescido de Dextrose (InLab, Sdo Paulo, Brazil) foram adicionados em uma
microplaca de 24 pocos. Os dispositivos foram dispostos nos po¢gos com a porgao
externa voltada para baixo. As microplacas de cultura foram acondicionadas em uma

estufa agitadora a 75 rpm a 37 °C por 90 min, para pré-adeséao (Figura 18).
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Figura 18 — Microplacas de 24 pocos com dispositivos palatinos imersos em

suspensao padronizada de C. albicans

|
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Legenda: DP dispostos na microplaca de 24 pogspra adesao do biofilme.
Fonte: Elaborado pela autora.

Em seguida, para eliminar células fracamente aderidas ao biofilme, os
dispositivos foram lavados suavemente em po¢cos com 2 mL de solucao salina estéril,
por 2 vezes (Moraes et al., 2021). Por fim, os dispositivos foram colocados em pogos
contendo 2 mL de caldo YNB novo e mantidos em estufa agitadora a 75 rpm a 37 °C

por 24 h para formacao do biofilme (Figura 19).

Figura 19 — Microplacas de 24 poc¢os com dispositivos palatinos apés troca de meio

de cultura

= A
Legenda: DP com biofilme aderido.
Fonte: Elaborado pela autora.
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4.6.7 Verificacdo da colonizacao natural por Candida spp. na cavidade bucal dos

animais

Antes de iniciar a inducéo da EP por C. albicans foi verificada a colonizacao
natural por leveduras do género Candida na cavidade bucal de todos os animais. Com
0 auxilio de um swab estéril (Neolab Import, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil)
embebido com solucéo salina estéril, foi coletada uma amostra da cavidade bucal de
todos os animais, principalmente da regido palatina. A amostra foi imediatamente
semeada em placas com meio de cultura cromogénico CHROMagar Candida (BD,
Franklin Lakes, NJ, EUA) e foram incubadas a 37 °C por 48 h. Apés esse periodo, as
placas foram analisadas e o crescimento de col6nias de Candida foi observado.

4.6.8 Inoculagdo da suspenséao de C. albicans na cavidade bucal dos animais

Para garantir a inducédo da infeccao, com os animais sedados, um swab estéril
(Neolab Import, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil) embebido em suspensao
padronizada de C. albicans (1 x 108 células/ mL) foi passado por todo o palato do
animal por 30 s previamente a instalagdo dos DP.

4.6.9 Divisdo dos tratamentos

Dezoito ratos foram distribuidos em trés grupos (N=6), com base no
tratamento recebido: controle, sem tratamento, PCL/NIS 0,045 g e, PCL/NIS 0,225 g,
como mostrado no Quadro 5.
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Quadro 5 — Divisdo dos grupos de tratamento

Tempo de . Tempo de
Grupo N _ . Descricao
contaminagéao tratamento
Controle
C 6 48 h 48 h
DP sem tratamento
Biomaterial 1
Bl 6 48 h 48 h

DP + PCL/NIS 0,045 ¢

Biomaterial 2
B2 6 48 h 48 h
DP + PCL/NIS 0,225 g

Fonte: Elaborado pela autora.

Para o tratamento, discos de mantas de NF com 6 mm de diametro foram
posicionados no palato do DP, que permaneceram em intimo contato com o palato

dos animais.

4.6.10 Cimentacao dos dispositivos palatinos

Para a cimentacdo dos DP, o primeiro passo foi o condicionamento da
superficie dos dentes molares superiores com acido fosférico 37% (Condac, FGM
Dental Group, Joinville, SC, Brasil) durante 30 s e, com auxilio de uma seringa com
ponta com diametro de 0,70 mm, os dentes foram enxaguados com agua estéril,
também por 30 s. Com um sugador endodontico descartavel (SSPIlus, Qualybless do
Brasil, Maringa, PR, Brasil) os excessos de acido fosférico e agua foram removidos.
Em seguida, a regido foi seca com algodao esteéril e a microbiota original do animal
coletada com swab estéril (Neolab Produtos para Laboratorio e Odontologia, Sado José
dos Pinhais, PR, Brasil) embebido em PBS.

A seguir, as proteses com biofilme de C. albicans foram cimentadas com
cimento resinoso autoadesivo RelyX U200 (3M ESPE, Maplewood, MN, EUA), que foi

proporcionado e manipulado de acordo com a recomendacéao do fabricante, carregado
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na regidao aliviada do dispositivo e fotopolimerizado por 1 min (Bluphase, Ivoclar

Vivadent, Liechtenstein) como mostra a Figura 20.

Figura 20 — Sequéncia da cimentacdo dos dispositivos palatinos

Legenda: A) Condicionamento acido dos molares com acido fosfdrico 37%; B) Enxague com agua
destilada; C) Secagem com algodéao; D) Coleta da microbiota inicial do palato; E) DP carregado com
cimento resinoso; F) Fotopolimerizagdo; G) Dispositivo apods fotopolimerizagdo sem manta de NF; H)
Dispositivo ap6s fotopolimerizagdo com manta de NF.

Fonte: Elaborado pela autora

Apbés a cimentacdo, os dispositivos contaminados foram mantidos na
cavidade bucal dos animais por um periodo de 48 h, permitindo o contato direto do
biofilme com o palato e a subsequente inducao da infeccdo. ApGs esse intervalo, os
dispositivos foram removidos e substituidos por outros livres de contaminagdo, que
foram cimentados em cada grupo de acordo com seu respectivo tratamento,
permanecendo novamente por 48 h.

Antes da recuperacdo da anestesia, as unhas dos animais foram cortadas
com uma tesoura tipo iris (Golgran Millenium, Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil) a fim
de evitar que se machucassem ao tentar remover os dispositivos (Hotta, 2013).
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4.6.11 Recuperacéo de C. albicans da cavidade bucal dos animais

Ao final do periodo de tratamento, os DP foram retirados da cavidade bucal
dos animais sedados e colocados em tubos contendo 2 mL de solucéo salina estéril.
Uma amostra do palato dos animais foi coletada por meio de um swab estéril, o qual
foi esfregado por 30 s no palato, e posteriormente acondicionado em um tubo
contendo 1 mL de solugéo salina estéril.

Os dispositivos e swabs coletados foram homogeneizados em vértex, por
cerca de 20 s. Apdés 100 pL de cada suspensdo pura foram semeados em
CHROMagar Candida, diluicbes seriadas, juntamente com a pura, pela técnica da
gota em &gar Sabouraud Dextrose com Cloranfenicol. As semeaduras foram
incubadas a 37 °C por 48 h, para posterior visualizacdo das colbnias e quando

possivel contagem de unidades formadoras de colénia (UFC/ mL).

4.6.12 Eutanasia dos animais

A eutanasia foi realizada ao final do tratamento, administrando-se dose
excessiva de anestésico via intraperitoneal com cetamina 10% (100-150 mg/ kg) e
xilazina 2% (10-15 mg/ kg), seguida de decapitacdo. O palato dos animais foi removido
com o auxilio de laminas de bisturi (Solidor Material Médico e Artigos Hospitalares,
Maringa, PR, Brasil), cortado em duas porcdes sagitais e fixado em formalina
tamponada a 10%.

4.6.13 Analise histoldgica

Para a analise histolégica das lesbes, a mucosa palatina dos animais foi
processada por inclusdo em parafina e foram obtidos cortes semi-seriados de 5 ym

de espessura. Os cortes foram corados pelas técnicas da Hematoxilina-Eosina (HE)
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e Acido Periodico de Schiff (PAS).

A avaliacdo dos cortes histolégicos foi realizada através de microscopio
Axioskop 40 (Zeiss, Oberkochen, Alemanha) e fotomicrografias foram feitas utilizando
o software Axionvision (Versédo 4.8, Zeiss, Oberkochen, Alemanha) para a andlise de

alteracdes no tecido epitelial.

4.7 Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o programa Prism 5 (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, EUA) e foi adotado nivel de significaAncia de 5%. O teste t
student pareado foi usado para o ensaio de esterilidade. A analise de variancia
(ANOVA), seguida pelo teste de Tukey foi utilizada para analisar a citotoxicidade e o
ensaio de contagem de UFC/ mL. Para o ensaio de liberacdo da NIS, os valores

médios foram contabilizados.
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5 RESULTADO

5.1 Espectroscopia UV-Vis

5.1.1 Curva padréo da nistatina

A curva padréo obtida a partir das diluicdes de NIS apresentou R2 de 0,99
(Figura 21).

Figura 21 — Curva padrao de liberacéo da nistatina
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.1.2 Cinética da liberac&o da nistatina

Todas as amostras de PCL/NIS exibiram um pico de liberacdo de NIS as 6 h.

Neste periodo, a concentracdo média de NIS liberada por PCL/NIS 0,045 g foi de
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66,26 pug/ mL. Por sua vez, as mantas de PCL/NIS com 0,090 g e 0,225 g, liberaram
333,87 e 436,51 ug/ mL de NIS, respectivamente. O PCL/NIS 0,045 g apresentou
liberacdo alta e constante em 12, 24, 30 e 34 h. Enquanto para PCL/NIS 0,225 g, a
liberacdo de NIS foi drasticamente reduzida ap6s 6 h, mas permaneceu constante nos
momentos subsequentes. Como esperado, ndo houve liberacdo de NIS a partir de
PCL puro (dados ndo mostrados). O coeficiente de correlacdo de 0,9982 e a equacéo
da reta utilizados para a quantificacdo da concentracdo de NIS liberada estéao
demonstrados na Figura 22.

Figura 22 — Liberacao de nistatina pelas amostras de PCL/NIS analisadas

A B
PCL/NIS 0,045 PCL/NIS 0,090 g
g
80 3504
300 i
)
2 B0 E 3 250- i
< ' < 2004 I
3 0] E 2 1504 i
1) ! fQ ¢ |
Z 0] : Z 100+ :
i 50- i
| i
c T T L] ) 1 1 c L) ) T T ) 1
0 6 12 18 24 30 36 0 6 12 18 24 30 36
Tempo (h) Tempo (h)
C

PCL/NIS 0,225 g

O e ———

Tempo (h)

Fonte: Elaborado pela autora.
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5.2 Andlise das nanofibras em biofilme de C. albicans

Na anadlise da efetividade das mantas de NF em biofilme de C. albicans, os
grupos com NIS em sua composicao, reduziram de 2,5 logio de crescimento fungico
em relacdo aos grupos sem tratamento, Controle e PCL (p<0,001). Entre os grupos

com tratamento ndo houve diferenca estatistica significativa (Figura 23).

Figura 23 — Contagem de UFC/ mL de C. albicans em biofilmes néo tratados e tratados
com PCL/NIS
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.3 Andlise da viabilidade celular em queratinocitos humanos (HaCat)

A analise em espectrofotdmetro mostrou que as células HaCat em contato
inicial (24 h) com a NF do grupo PCL/NIS 0,045 g promoveram uma porcentagem de
viabilidade celular de 93,7%; enquanto PCL/NIS 0,090 g e PCL/NIS 225 ¢

apresentaram 72,6% e 72,4% de viabilidade celular, respectivamente, e foram



72

estatisticamente semelhantes entre si. O PCL apresentou uma viabilidade celular de

99,9% e foi estatisticamente diferente dos outros grupos (Figura 24).

Figura 24 — Analise da viabilidade celular em queratindcitos humanos
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.4 Andlise da esterilidade dos dispositivos palatinos

Analisando-se o0s tubos Falcon contendo os dispositivos, visualmente
observou-se turbidez nos meios de cultura do grupo CN quando comparados aos do
grupo UV, indicando crescimento microbiano (Figura 25).
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Figura 25 — Tubos contendo dispositivos palatinos em meio de cultura

Legenda: A) DP submetido ao procedimento de esterilizacdo em meio de cultura livre de turbidez;
B) DP nao estéril apresentando meio de cultura turvo.
Fonte: Elaborado pela autora.

Os pocgos da microplaca de 96 pocos para andlise de viabilidade microbiana
dos dispositivos estéreis e ndo estéreis estdo demonstrados na Figura 26.

Figura 26 — Andlise da esterilidade dos dispositivos em espectrofotdmetro

Legenda: Pocos de microplaca: A) Grupo UV, DP estéreis, sem a presenca de corante para verificacdo
da viabilidade microbiana; B) Grupo CN, DP néo estéreis, com a presenca de corante para verificacao
da viabilidade microbiana.

Fonte: Elaborado pela autora.
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O grupo UV teve os DP esterilizados para uso em modelo animal, sem

diferenca estatisticamente significativa (p=0,0851) em relacdo ao CN (Figura 27).

Figura 27 — Médias e desvio padrdo da analise da absorbancia dos caldos com a

presenca do corante TTC
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Legenda: Grupo CN (controle negativo, ndo estéril); Grupo UV (estéreis em luz ultravioleta). Teste t
student, p < 0,05.
Fonte: Elaborado pela autora.

5.5 Contagem de UFC/ mL

Na verificagcdo prévia ao experimento da colonizacao natural por leveduras do
género Candida na cavidade bucal, nenhum animal apresentou o crescimento de
UFC/ mL em &gar cromogénico.

Apbs o ensaio, foi possivel a recuperacao de células de C. albicans do palato
de todos os ratos dos grupos C e B1. Nao houve perda de nenhum animal durante o
processo. A contagem de UFC/ mL foi de 7,85 logio para as amostras com DP e 6,92
logio para as amostras do swab do grupo C, respectivamente. Em relagéo ao grupo
tratado com B1, a contagem de UFC/ mL foi de 8,05 logio para a coleta do DP e 7,62
logio para o swab (Figura 28).
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Figura 28 — Médias e desvio padrdo da contagem de UFC/ mL de C. albicans

das amostras recuperadas do palato dos ratos dos DPs dos grupos C e B1
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8- sm—— 6,92 7,62

C(DP) B1(DP) C (swab) B1(swab)

Legenda: C (DP): amostras de DP coletadas de ratos do grupo C; B1 (DP): amostras de DP coletadas
de ratos do grupo B1; C (swab): amostra de swab coletada dos ratos do grupo C; B1 (swab): amostras
coletadas com swab nos ratos do grupo B1 (ANOVA, teste Tukey, p<0,05).

Fonte: Elaborado pela autora.

Na verificacdo prévia ao experimento da colonizac&o natural por leveduras do
género Candida na cavidade bucal do grupo B2, nenhum animal apresentou o
crescimento de UFC/ mL em &gar cromogénico. Um animal foi a ébito apés o reforco
da medicac¢ao anestésica, restando cinco ratos para o experimento.

A contagem de UFC/ mL foi de 7,69 logio para as amostras do DP e 7,19 logio
para as amostras do swab do grupo C. Em relacdo ao grupo com tratamento B2, a
contagem de UFC/ mL foi de 7,73 logio para a coleta do DP e 7,51 logio para o swab
(Figura 29).
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Figura 29 — Médias e desvio padrdo da contagem de UFC/ mL de C. albicans das

amostras recuperadas do palato dos ratos do grupo C e B2
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Legenda: C (DP): amostras de DP coletadas de ratos do grupo C; B2 (DP): amostras de DP coletadas
de ratos do grupo B2; C (swab): amostra de swab coletada dos ratos do grupo C; B2 (swab): amostras
coletadas com swab nos ratos do grupo B2 (ANOVA, teste Tukey, p<0,05).

Fonte: Elaborado pela autora.

Os tratamentos aplicados nao reduziram a contagem de UFC/ mL de C.
albicans, sem diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo nao

tratado.

5.6 Andlise histoldgica

Durante a analise histologica do grupo C, nédo tratado, pode-se observar a
infiltracdo de pseudohifas e hifas de Candida na camada queratinizada da mucosa
palatina dos ratos, além da presenca de células inflamatérias formando micro
abscessos e um discreto infiltrado inflamatério no tecido conjuntivo subjacente ao
epitélio infectado. Esses achados confirmam a indugdo do modelo de EP e estéao

apresentadas nas Figuras de 30 a 32.



77

Figura 30 — Laminas histologicas do grupo C demonstrando infiltracdo de hifas na

camada queratinizada

Legenda: Fotomicrografias de corte histolégico sagital do palato na area entre os primeiros molares
corado por PAS. As setas pretas indicam a presenca de hifas, enquanto a seta vermelha indica um
micro abscesso no epitélio. Aumento 10x.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 31 — Laminas histolégicas do grupo C demonstrando micro abscessos

= _. 3 )
Legenda: Fotomicrografias de corte histologico sagital do palato na area entre os primeiros molares.

As setas vermelhas indicam micro abscessos no epitélio; seta preta indica a presenca de hifas. A)

Lamina corada com a técnica HE; B) Lamina corada com técnica PAS. Aumento 20x
Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 32 — Lamina histologica do grupo C demonstrando a presenca de um discreto
infiltrado inflamatério

Legenda: Fotomicrografias de corte histologico sagital do palato na area entre os primeiros molares
corada por HE. As setas amarelas indicam infiltrado inflamatorio. Aumento 20x
Fonte: Elaborado pela autora.
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Na analise das laminas histologicas dos grupos com tratamento B1 e B2, nédo
foram detectadas alteracfes epiteliais, tanto nas coloracdes de HE quanto em PAS,
como mostra a Figura 33.

Figura 33 — Laminas histolégicas sem alteracdes epiteliais

Tecidos com aspecto de normalidade. A) Grupo B1 com coloracdo HE; B) Grupo B1 com coloracéo
PAS; C) Grupo B2 com coloracdo HE; D) Grupo B2 com coloragcdo PAS. Aumento 20x.
Fonte: Elaborado pela autora.
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6 DISCUSSAO

O desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada de medicamentos
com baixa solubilidade em agua é desafiador, especialmente ao serem administrados
a populacdes especificas, como os idosos. Além de barreiras tecnoldgicas, a
necessidade de aceitacdo da forma final do medicamento por esses pacientes
complica ainda mais o processo. O uso da nanotecnologia para aprimorar a dissolu¢ao
e solubilidade dos medicamentos, sem afetar suas propriedades quimicas, mostra-se
benéfica, o que torna as NF uma solucdo promissora para alcancar esses objetivos
(PotrC et al., 2015).

A escolha do tipo de polimero e o método de adicdo do medicamento
(misturado a matriz polimérica ou aderido a sua superficie), sdo passos importantes
para a liberacdo controlada de medicamentos através de NF eletrofiadas (Huang et
al., 2003). A PCL é um polimero frequentemente utilizado para criar o nucleo
hidrofébico de NF poliméricas, que sao principalmente usadas para transportar e
liberar medicamentos que nado se dissolvem facilmente em agua (Veras et al., 2016;
Zhang et al., 2010).

Seguindo os parametros de de eletrofiagcdo de Santos (2020), neste trabalho
foram reproduzidas solugbes de PCL com trés diferentes concentracdes de NIS,
obtendo-se quatro mantas de NF (PCL puro, PCL/NIS 0,045 g, PCL/NIS 0,090 g e
PCL/NIS 0,225 g). As mantas foram previamente analisadas quanto a sua morfologia
e caracteristicas fisico-quimicas, demonstrando que sua estrutura ndo foi modificada
apos o processo de eletrofiacdo. Este estudo teve como finalidade a aplicacédo das
mantas, avaliando tanto sua atividade em biofilme in vitro, quanto sua seguranca e
efeito em modelos de EP induzido em animais.

O tratamento de uma patologia requer uma curva adequada de liberacao do
farmaco a partir da estrutura polimérica. Para isso, a analise da liberacdo de NIS das
NF foi realizada por meio de espectroscopia UV-Vis. A NIS é caracterizada por sua
forma de po6 higroscépico, fino e amarelo, contendo moléculas organicas anfifilicas
(hidrofilicas e hidrofobicas) ciclicas denominadas macrolideos. Sua estrutura inclui
uma cadeia lipofilica extensa, tornando-a praticamente insollvel em agua, mas com

uma afinidade superior por substancias lipidicas (ANVISA, 2019; Campoy, Adrio,
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2017; Ortiz, Sansinenea 2019; Vandeputte 2012). No entanto, a NIS se dissolve
facilmente em DMF, um solvente orgéanico utilizado neste trabalho (Yu et al., 2018).

A curva padréo obtida a partir das diluicées de NIS apresentou R? de 0,99 e
na analise da cinética de liberacdo nas diferentes mantas de PCL/NIS, observou-se
um pico uniforme em todas as concentracdes as 6 h, proporcional a quantidade de
farmaco disponivel na NF. PCL/NIS 0,045 g teve uma concentracdo média de 66,26
Mg/ mL, enquanto PCL/NIS com 0,090 g e 0,225 g, foram liberados 333,87 e 436,51
pg/ mL de NIS, respectivamente. O PCL/NIS 0,045 g e PCL/NIS 0,090 g apresentaram
liberacdo alta e constante até 34 h, ao contrario da amostra PCL/NIS 0,225 g, que
teve a liberacdo de NIS drasticamente reduzida apds 6 h, mas permaneceu constante
nos periodos seguintes. Esses resultados estdo de acordo com os dados da literatura
que relatam uma liberacdo inicialmente mais rapida do farmaco incorporado nas
primeiras horas, seguida por uma segunda fase de liberacdo lenta (Kenawy et al.,
2009; Potr¢ et al., 2015; Tonglairoum et al., 2015).

Por décadas, a administracdo bucal de medicamentos tem sido a via mais
comum. Este ambiente é mais estavel para a absor¢do do medicamento, evitando as
condicGes adversas do sistema gastrointestinal e contornando o efeito hepatico de
primeira passagem. Apesar da menor permeabilidade da mucosa bucal em
comparacdo com a intestinal, o suprimento sanguineo abundante permite uma
absorcéo eficaz (Hearnden et al., 2012; Shakya et al., 2011).

Formulacdes administradas pela mucosa oral sdo amplamente aceitas devido
a sua aplicacdo simples e ndo invasiva, especialmente por pacientes geriatricos, que
podem ter dificuldades de degluticdo ou digestdo. No entanto, € primordial que os
medicamentos ndo causem irritacao local na mucosa oral (Lam et al., 2014). Por isso,
a principal exigéncia para o uso de um biomaterial é a sua biocompatibilidade,
garantindo a prevencao de potenciais reacdes inflamatorias, rejeicdo pelo hospedeiro
e citotoxicidade (Fernandes et al., 2022). Neste estudo, o ensaio da reducéo de
resazurina foi utilizado para determinar o efeito das trés mantas de PCL/NIS na
atividade metabdlica de queratindcitos humanos. Como resultado, nenhum dos grupos
apresentou efeitos citotoxicos e, apos 24 h de tratamento, a viabilidade celular
permaneceu consistentemente acima de 70% em todos os grupos demonstrando a

biocompatibilidade.
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Esses resultados evidenciam a preservacéo das caracteristicas inerentes do
material, visto que a PCL é amplamente utilizada em aplicacbes de liberacéo
controlada de medicamentos devido a sua néo toxicidade (Pawar, Srivastava, 2019).
Por outro lado, o uso topico de NIS é amplamente empregado no tratamento de EP,
uma vez que a exposicdo sistémica € minima e ndo ha relatos de interacdes
medicamentosas, sendo considerado um medicamento seguro (Lyu et al., 2016;
Scheibler et al., 2017).

As trés concentracgdes diferentes de NIS testadas exibiram efeito inibitério no
biofilme, contudo, sem apresentar diferenca estatistica entre elas. Anteriormente,
Santos (2020) focou nas analises de CIM e CMM para avaliar as propriedades
antifingicas das mantas de PCL/NIS e demonstrou que as trés concentracdes
exibiram ambos os efeitos contra C. albicans. Isso confirma que a atividade do
medicamento permaneceu consistente ao longo do processo de sintese da manta.
Embora esses testes proporcionem percepcdes sobre a eficacia do biomaterial em
culturas planctonicas, eles ndo abrangem completamente as complexidades das
infecgdes relacionadas a biofilmes (Nett et al., 2010).

Biofilmes séo sistemas biolégicos complexos que atuam como mecanismos
protetores, sendo mais resistentes a antifingicos e as defesas do hospedeiro do que
células planctdnicas, além de apresentarem taxas de recorréncia elevadas de EP
(Fanning, Mitchell, 2012; Finkel, Mitchell, 2011; Hall-Stoodley et al., 2004). Quando
testadas em biofilmes maduros de 24 h, as mantas apresentaram uma reducao das
UFC/ mL, corroborando com atividade fungistatica da NIS, conhecida por seu amplo
espectro de acao (Alkhars et al., 2023; Bassi, Kaur, 2015).

Diversos modelos e técnicas de fabricacdo tém sido propostas na literatura
para viabilizar o uso dos DP visando a inducdo de EP, o que resulta em uma
consideravel divergéncia entre as metodologias (Sugio et al., 2020). A abordagem
adotada neste estudo foi adaptada de Hotta (2013) e Moraes (2018); entretanto optou-
se por moldar um Gnico animal e criar um modelo universal, no qual os DP
subsequentes foram confeccionadas, enquanto o0s originais passaram por moldagens
individuais. O peso dos animais foi monitorado semanalmente para identificar
possiveis discrepancias de tamanho.

Para garantir a contaminacdo exclusiva por C. albicans, os DP foram

previamente esterilizados. Métodos fisicos como a irradiagdo com energia de micro-
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ondas, exposicao a luz UV e banho em ultrassom sdo comumente utilizados, enquanto
0 uso de estufas ou autoclaves, tém o potencial de causar danos a RAAT, que nao
suporta altas temperaturas (Chassot et al., 2006; da Costa et al., 2020; Gantait et al.,
2016; Muscat et al., 2018). Métodos quimicos, como o0 uso de clorexidina,
glutaraldeido, hipoclorito de sédio, iodo, diéxido de cloro ou solucéo alcodlica tambéem
podem ser empregados (Orsi et al., 2011; Valentini-Mioso et al., 2018). O PMMA
possui a capacidade de absorcdo de liquidos, que é facilitada pela energia interna
elevada e polaridade dos grupos carboxilicos, e demanda desinfetantes ndo toxicos
para evitar residuos no ambiente bucal (Anusavice et al., 2013; Chassot et al., 2006).

Contudo, o hipoclorito de sodio, por ser um agente clareador, pode afetar a
estética das proéteses a longo prazo. Além disso, o glutaraldeido tem potencial para
gerar residuos téxicos, influenciando os resultados histopatolégicos e microbiolégicos
da avaliacdo da mucosa palatina dos animais durante os experimentos de inducao de
EP (Chassot et al., 2006; Moraes, 2018). Neste estudo, optou-se pela exposicéo a luz
UV, realizada por 15 min em cada lado do DP, e a andlise da esterilidade realizada
confirmou a auséncia de contaminacdo nos DP ap0s esse processo.

No estudo in vivo, empregou-se um modelo de EP em ratos com DP
confeccionados com resina acrilica, desempenhando o papel de facilitador da infec¢éo
fungica. Apo6s a inducéo da EP, a avaliacdo da longevidade da infeccdo em modelos
com ratos pode ser comprometida pela resposta imunoldgica eficiente e rapida desses
animais a diversas alteracbes (Verma et al., 2018). Para contornar isso, a
administracdo prévia de antibiéticos € recomendada, a fim de reduzir o nimero de
bactérias orais concorrentes, além das provenientes da coprofagia. Essa abordagem
propicia um aumento significativo no crescimento de leveduras, resultando em uma
infeccdo fungica evidente (Nett et al.,, 2010; Wong et al., 2014; Samaranayake,
Samaranayake, 2001; Yano et al., 2016). Além disso, antibiéticos como a tetraciclina,
frequentemente associada ao desenvolvimento de EP em humanos, também se
mostraram eficazes em induzir lesbes mais precoces e intensas em ratos
(Samaranayake, Samaranayake, 2001; Tobouti et al., 2015).

O modelo de inducédo da EP foi viabilizado, optando-se por um periodo de
infeccdo curto, de 48 h. Precaucbes foram tomadas para evitar o descolamento da
prétese, incluindo uma dieta pastosa fornecida aos animais e o corte das unhas (Hotta,

2013; Sugio et al., 2020). Ao final desse periodo, ndo foram observadas alteragdes na
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analise clinica dos palatos dos animais. Segundo Jones e Adams (1970), a auséncia
de sinais clinicos em ratos com lesdes de EP pode ser atribuida ao fato de que,
embora essas lesdes se assemelhem histologicamente, sdo clinicamente menos
visiveis em comparagdo com as encontradas em seres humanos.

A recuperacdo do crescimento fungico nos palatos foi observada até cinco
dias apos o inicio da inducdo da EP, conforme evidenciado pela contagem de células
viaveis de C. albicans. Mesmo né&o tendo ocorrido uma reducado significativa na
contagem de UFC/ mL entre 0s grupos que receberam ou ndo tratamento, a analise
histol6gica revelou que os grupos tratados (B1 e B2) apresentaram auséncia de
alteracdes epiteliais e hifas, ao contrario dos grupos que nao tratados (C). As
alteracOes epiteliais encontradas corroboram com achados na literatura (Garcia et al.,
2024; Neville et al., 2016; Sultan et al., 2019).

Esses resultados indicam a eficacia da manta de NF na inibicdo da penetracdo
de hifas no tecido, e também apontam para a necessidade de uma avaliacdo mais
aprofundada do impacto da NIS na reducdo da contagem de UFC/ mL, considerando
o potencial efeito da resisténcia natural dos animais (Junqueira et al., 2009; Conti et
al., 2014). Dessa forma, a manta de NF destaca-se como uma promissora estratégia
de prevencdo da invasédo fungica na EP, mesmo diante do desafio encontrado na
contagem de UFC.

A elaboracédo e a utilizacdo de modelos animais sdo fundamentais para a
avaliacdo de novas alternativas terapéuticas para a EP. No entanto, isso ndo € uma
tarefa simples, uma vez que ainda existem muitas questfes sem respostas e desafios
a serem superados para aprimorar a eficacia terapéutica (Moraes et al., 2022). Em
suma, os resultados in vivo sugerem que as diferentes concentragcdes de NF/PCL
representam alternativas seguras, entretanto, devido a complexidade do estudo com
modelos animais, sdo necessarios estudos mais detalhados para a otimizacdo da

liberacdo controlada e eficicia terapéutica.
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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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ANEXO A - Certificado da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

\
A::ic' UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

“JULIO DE MESQUITA FILHO” \(I cT ’ ( l I SP
_

Campus de Sio Jos¢ dos Campos

unesp

CERTIFICADO i
CEUA - Comissao de Etica no
Uso de Animais

CERTIFICAMOS, que o protocolo registrado sob o n° 04/2021,
intitulado:- AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE NANOFIBRAS DE
POLICAPROLACTONA: ESTUDO IN VIVO, sob a responsabilidade de ALEXANDRE LUIZ
SOUTO BORGES , tendo como colaboradores:- NATALIA INES GONGCALVES, JULIANA
CAMPOS JUNQUEIRA, LIVIA MARA ALVES FIGUEIREDO GODOI, MAIRA TERRA GARCIA e
PAULO HENRIQUE FONSECA DO CARMO, que envolve a utilizagcdo de animais pertencentes ao
filo Chordata subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899 de 15 de
julho de 2009 e com as Normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdao
Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA
— ICT — CAMPUS DE SAO JOSE DOS CAMPOS-UNESP), em reunido de 22/02/2021 e alterado
em 19/06/2023.

Finalidade ( ) Ensino ( X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da Autorirzacéo 02/08/2021 a 31/12/2023
Espéciellinhagem/raca Rato/heterogénico Wistar albino
N° de Animais 48
Peso/ldade 250 gr — 300 gr — 45 dias
Sexo Macho
Origem Biotério Central — Campus de Botucatu-UNESP
A) Inclusdo do nome do colaborador: Paulo Henrique Fonseca do
Alteragdes Carmo
B) Alteracéo do prazo de autorizagdo de vigéncia de 02/08/2021 a
30/12/2022, para 02/08/2021 a 31/12/2023.

S&o José dos Campos, 28 de julho de 2021

" /AA o — cha,)z G

Profa.Dra ANDREA CARVALHO DE MARCO
COORDENADORA/CEUA

Av. Eng. Francisco José Longo, 777 — Jd. Sdo Dimas
CEP 12201-970 — F. (12)3947-9028 / 9076
Fax (12) 3947-9028 /carlos. guedes(@unesp.br/ andrea.marco(@unesp.br
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