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ABSTRACT

Introduction: The scientific basis related to the effect of incorporating antifungals on
the properties of denture adhesives is scarce. Aim: This study incorporated an
antifungal agent into an adhesive and evaluated the influence on biofilm formation and
adhesive strength. Design: Specimens in resin based on polymethylmethacrylate (PMMA)
were divided into groups: PMMA (No Adhesive); PMMA+Ultra Corega Cream Adhesive and
PMMA+Ultra Corega Cream Adhesive+Nystatin. Biofilm of Candida albicans was grown on
the specimens and the cell viability was investigated by counting colony forming units
(CFU/mL). Adhesive strength was tested after 5 minutes, 6 and 12 hours. For
microbiological analysis, data were evaluated by Kruskal-Wallis and Dunn's post test,
and for analysis of adhesive strength by two-way ANOVA and Bonferroni post test
(a=.05). Results: There was a reduction in biofilm formation on the surface of the
nystatin-modified adhesive (p<.001). After 5 minutes, the adhesive strength of the
modified Ultra Corega Cream was greater than that of the commercial product (p=.048),
with no significant difference in the other times (p>.05). Implications: The
incorporation of nystatin on denture adhesive reduced biofilm accumulation, with a
positive influence on the initial adhesive strength, it may be a viable alternative for
delivering the drug to the patient.
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Avaliacéo do efeito antiftingico e da forca adesiva de um adesivo protético suplementado com nistatina

INTRODUGCAO

As proteses totais convencionais continuam
sendo o principal método de restauracao de arcadas
totalmente edéntulas.” No entanto, mesmo o0s
profissionais mais experientes sao muitas vezes
incapazes de corresponder as expectativas dos
pacientes que se queixam de problemas funcionais
relacionados com a falta de retencao e estabilidade
das proteses, e de problemas psicolégicos que
interferem na sua qualidade de vida.?? Por isso, 0s
adesivos para proteses sdao materiais comumente
utilizados por estes pacientes.*

Estes materiais melhoram a tensdo da
superficie interfacial entre a base da protese e os
tecidos moles, aumentando a retencao e,
consequentemente, o conforto do paciente.’®
Perante estes fatores, os adesivos protéticos estao
ganhando espaco e uma opinidao positiva entre os
usuarios.’

A estomatite protética € uma doencga cronica
que afeta muitos usuarios de proteses. Caracteriza-se
por uma inflamacdo da mucosa oral de dificil
tratamento, devido a sua etiologia multifatorial.®® A
Candida albicans representa o principal agente
etiologico™' e o tratamento passa por uma higiene
oral adequada, associada a prescricdio de
antifngicos.” A nistatina é o agente mais utilizado
no tratamento das infeccbes causadas pela C.
albicans, com acao fungicida e fungistatica."

Quanto ao seu mecanismo de acao, este

antifungico poliénico liga-se ao ergosterol da

membrana plasmatica do fungo e aumenta a
permeabilidade da membrana através da criacao de
poros, promovendo o0  extravasamento de

componentes celulares essenciais e,
consequentemente, a morte celular.™

No entanto, esta abordagem apresenta
algumas limitacdes. Na cavidade oral, o fluxo salivar,
bem como os movimentos da lingua e a degluticao,
dissolve e elimina o farmaco rapidamente.'? Assim, o
uso do adesivo protético associado a compostos
antifingicos, por um periodo limitado, pode ser
benéfico no tratamento da estomatite protética.’

Assim, neste estudo, foi avaliada a viabilidade
da incorporacdo de nistatina em um adesivo
protético. A hipotese nula era de que a incorporacao
do agente antifungico nao teria influéncia na
formacdo do biofilme e na resisténcia adesiva do

material utilizado.

METODO

O fator em estudo foi a utilizacdao ou nao do
adesivo protético, modificado ou nao com nistatina.
Para as analises microbiologicas, a variavel de
resposta quantitativa foi a quantidade de biofilme na
superficie dos espécimes, avaliada pela contagem de
unidades formadoras de colonias em log,, (UFC/mL).
Para a analise mecanica, a variavel de resposta
quantitativa foi a forca adesiva (N), aos 5 minutos, 6
horas e 12 horas. A Figura 1 mostra o fluxograma do
estudo (Fig. 1).

Figura 1. Fluxograma do estudo

Adesivo Protético (Ultra Corega Creme Adesivo)

Resina termopolimerizavel a base de polimetilmetacrilato (PMMA)
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Fonte: Autoria propria.
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Preparacao dos espécimes

Foi utilizada uma resina acrilica de
polimetilmetacrilato termopolimerizavel (Classico
Artigos Odontoldgicos). Inicialmente, os padrdes de
cera foram incluidos em gesso tipo IV (Gesso Rio), em
muflas metalicas (OGP; Produtos Odontologicos Ltda).
Na fase plastica, a resina foi acomodada nos moldes e
as muflas foram colocadas em prensas hidraulicas
(prensa hidraulica Protecni, Protecni Equip. Med.,
Araraquara, SP, Brasil) com carga de 1000 Kgf por 60

minutos. '

As amostras foram polimerizadas por
aquecimento convencional, de acordo com as
instrucées do fabricante, em termociclador elétrico
(Thermocycler T100, Ribeirao Preto, Brasil)." Apods a
desinclusdao, os espécimes foram finalizados e
armazenados em agua destilada a 37°C por 24 horas.
Ao final, foram obtidos 20 espécimes cilindricos (25
mm de diametro x 35 mm de altura) para a analise da
resisténcia adesiva e 30 com formato retangular (6

mm de largura x 10 mm de comprimento x 2 mm de

Tabela 1. Adesivo protético e antiflingico utilizados no estudo

espessura), para a analise da atividade
antimicrobiana.™

Os espécimes foram padronizados com uma
rugosidade superficial média (Ra) de 3,0 um com lixa,
com o objetivo de reproduzir a superficie interna das
bases das proteses.'®" A rugosidade foi avaliada com
um rugosimetro (Surftest SJ 201P; Mitutoyo
Corporation) com velocidade de leitura de 0,5mm/s e

comprimento de leitura de 4,0 mm.

Analise microbiolégica

A Candida albicans (ATCC 10231) foi utilizada
no presente estudo. Foi avaliada a colonizacao
microbiana, incluindo a formacao de biofilme nos
substratos. Os substratos consistiram em PMMA (Sem
Adesivo); PMMA + Adesivo Ultra Corega Creme e
PMMA + Adesivo Ultra Corega Creme + 100.000 Ul/g

de nistatina (Tabela 1).

Material Fabricante Composicao

Adesivo GSK Sal parcial misto de sddio/calcio de poli (metil vinil éter/acido maleico)

Ultra Carboximetilcelulose Oleo mineral Vaselina

Corega

Creme
Nistatina Homeocenter

Farmacia
Homeopatica
de

Manipulacao,
Ribeirao Preto

Fonte: Autoria propria - Dados obtidos junto dos fabricantes.

Os espécimes foram previamente esterilizados
com peroxido de hidrogénio (Multilav Sterilization),?
e, em seguida, o adesivo foi aplicado em uma cabine
de seguranca bioldgica de Classe Il (Pachane; Pa
400-ECO). A quantidade de adesivo protético com ou
sem antifungico foi padronizada em 0,025 g. O
adesivo foi aplicado com uma espatula e espalhado
diretamente sobre as superficies das amostras,
formando uma camada fina. Apds a aplicacao, as
amostras foram expostas a luz ultravioleta por 20

minutos para desinfeccao do adesivo.'®' Para os

grupos suplementados, o adesivo foi exposto a luz
ultravioleta antes da incorporacao da nistatina, uma
vez que o antiflngico é sensivel a luz.?" A nistatina foi
pesada e incorporada ao adesivo por meio da friccao
da placa de vidro e do material aplicado na superficie
das amostras.

Para a preparacdo do inoculo, o
micro-organismo foi reativado em placas de Petri com
0 meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar (HiMedia
Laboratories; Pvt. Ltd.) e incubado a 37°C durante 48

horas. Em seguida, foram obtidos indculos
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microbianos padronizados (10° CFU/mL) em solucao
salina a 0,85%, utilizando um espectrofotometro PCB
687 (BYK Gardner).

Em uma cabine de seguranca bioldgica de
Classe Il (Pachane; Pa 400-ECO), os espécimes foram
inseridos individualmente em cada poco de uma placa
de poliestireno de 24 pocos (TPP; Trasadingen) com 1
mL de meio de cultura inoculado para formacao de
biofilme. As placas foram incubadas a 37°C por 1 h e
30 minutos sob agitacao a 750 rpm em incubadora
bacteriologica (Incubadora Shaker, Mod. - CE-320,
Cienlab, Campinas, SP, Brasil) para adesao do
micro-organismo aos espécimes. Apos o periodo de
adesdo, os espécimes foram lavados com 2 mL de
solucdo salina 0,85% para remocdo das células nao
aderidas, tamponamento do meio e remocao de
metabolitos.

Em seguida, foram adicionados 2 mL de meio
de cultura estéril a cada pogo para promover o
crescimento dos micro-organismos aderentes e a
maturacao do biofilme. As placas foram incubadas a
37°C sob agitacdo a 750 rpm durante 24 h. Apds este
periodo, os espécimes foram removidos das placas,
lavados com solucao salina para remover as células
planctonicas e transferidos separadamente para os
tubos de ensaio contendo 3 mL de solucao salina.

O tubo de ensaio/espécime foi levado a uma
cuba de ultrassom (200W, 40 kHz) (Altsonic, Clean
9CA, Ribeirao Preto, Sao Paulo, Brasil) por 20 minutos
e, em seguida, foi feita a diluicao seriada. Apds a
semeadura, as placas de Petri foram incubadas a
37°C por 24 horas e o nimero de células viaveis foi
quantificado em UFC/mL (n=10) e convertido para

logyo. "

Forca adesiva

A forca adesiva foi medida utilizando dois
espécimes cilindricos de resina acrilica.’®? Um dos
cilindros foi umedecido com agua da torneira e foram
aplicados 0,3 g do adesivo (Ultra Corega Creme e
Ultra Corega Creme + nistatina) em cada espécime.
As amostras foram imersas em agua destilada a 37°C
durante 5 minutos, 6 horas e 12 horas. Em seguida, a
outra amostra do conjunto foi umedecida com saliva
artificial e, depois, os dois cilindros foram alinhados
na maquina de ensaios universal (EMIC 1000). Foi
aplicada uma forca de compressao de 12 N durante 30
segundos e, em seguida, o ensaio de tracao foi
realizado a uma velocidade de 1 mm/min e a forca
maxima (N) foi calculada. Cada teste foi repetido 10

vezes para cada grupo e a média foi calculada.'®?

Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada no software
SPSS versao 22.0. Uma vez verificada a distribuicao
(teste de Levene) e a homogeneidade (teste de
Shapiro-Wilks) dos dados, procedeu-se aos testes
estatisticos. Para a analise microbiolégica, foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis e o pos-teste de
Dunn; para a analise da resisténcia adesiva, os dados
foram submetidos a ANOVA de duas vias e pos-teste

de Bonferroni (a=,05).

RESULTADOS
Analise microbiolégica

A contagem de UFC/mL de C. albicans variou
de acordo com o grupo (Tabela 2). Houve uma
reducao na formacao de biofilme com a associacao da

nistatina ao Ultra Corega Creme Adesivo (p<,001).

Tabela 2. Comparacao da contagem de unidades formadoras de colénias (UFC/mL) em log,, em diferentes condicoes

experimentais

C. albicans (UFC/mL)

PMMA (Sem Adesivo)

PMMA + Ultra Corega Creme Adesivo
PMMA + Ultra Corega Creme Adesivo + Nistatina

8,38 [8,18;8,58] *
8,32 [8,08;8,57]*
5,01 [3,47;6,55]°

Os dados sao expressos em mediana [Intervalo de Confianca] (n=10). *Letras diferentes indicam diferencas entre os

grupos. Kruskal-Wallis seguido do pds-teste de Dunn. p<,05.

Fonte: Autoria propria.
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Forca adesiva

Ao considerar o tipo de material,
independentemente, a forca adesiva do Ultra Corega
Creme Adesivo (9,98+1,82N) manteve-se com a
incorporacao da nistatina (10,38x1,34N) (p=,226).

O fator tempo, de forma independente,

influenciou a resisténcia adesiva dos materiais, que

foi menor apos 5 minutos de aplicacdo (8,86+1,40N),
em comparacao com 6 horas (10,42+1,30N) (p=,001) e
12 horas (11,25+1,09N) (p<,001).

A forca adesiva do Ultra Corega Creme
Adesivo modificado com nistatina foi maior do que a
do produto comercial ap6s 5 minutos de aplicacao
(p=,048). Nao houve diferenca significativa nos
demais tempos avaliados (p>,05) (Fig. 2).

Figura 2. Comparacao da forca adesiva (N) dos diferentes materiais no mesmo tempo
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Fonte: Autoria propria.

Ambos grupos apresentaram alteracfes na
resisténcia adesiva em funcdo do tempo (p<,05). Para
o Adesivo Ultra Corega Creme comercial houve
diferenca significativa apds 5 minutos de aplicacéo,

quando comparado com 6 horas e 12 horas, que por

sua vez foram semelhantes entre si (p=,392). Com a
incorporacdo da nistatina, a menor forca adesiva foi
observada aos 5 minutos de aplicacao, apds 6 horas os
valores foram intermediarios, e apods 12 horas,

maiores (Fig. 3).

Figura 3. Comparacao da forca adesiva (N) de cada material em diferentes tempos
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Fonte: Autoria propria
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DISCUSSAO

Os resultados deste estudo rejeitaram a
hipétese nula, pois foram encontradas diferencas
significativas na formacao do biofilme e na forca
adesiva dos grupos experimentais.

Estudos mostram que muitos usuarios de
proteses removiveis utilizam algum tipo de adesivo
para melhorar a retencao, estabilidade e a qualidade
de vida.*® Esses materiais sdao composicdes com
caracteristicas ~ mucoadesivas,  disponiveis em
diferentes formulacées, podendo ser solUveis (cremes
e pos) ou insollveis (fitas)."

A candidiase € uma infeccdo flingica
oportunista. Pacientes com baixa imunidade,
submetidos a radiacao, pessoas com cancer, infeccdo
por HIV ou tratamento prolongado com antibidticos
sao sensiveis a infeccdes.?® Dentre os fatores de risco
para o seu desenvolvimento, podemos citar a reducao
do fluxo salivar, o uso de proteses dentarias,
medicamentos, tabagismo, estresse, diabetes, entre
outros. Essas infeccoes podem ser prejudiciais se nao
for realizado o tratamento com antiflngicos.?”

A literatura sugere que a maioria dos
medicamentos disponiveis para o tratamento de
lesdes orais causadas por C. albicans é eficaz. No
entanto, as respostas dos micro-organismos aos
estresses ambientais tém evoluido, ou seja, novas
estratégias de sobrevivéncia estao envolvidas, o que
aumenta a frequéncia de aquisicao de resisténcia aos
farmacos.??  Observam-se elevadas taxas de
resisténcia aos antiflngicos testados em infeccoes
causadas por C. albicans, majoritariamente
associadas aos Azdis. A resisténcia a estes farmacos
pode ocorrer através de diferentes mecanismos,
como a ativacao de bombas de efluxo, mutacao do
gene ERG-11, desregulacao da expressao do gene
ERG-11 e alteracdes que afetam a via de biossintese
do ergosterol.?? Assim, o tratamento de eleicéo,
incluindo doentes com comorbidades sistémicas, é o
uso topico de nistatina, devido as menores taxas de

resisténcia.

O uso da nistatina é recomendado para o
tratamento de algumas infeccoes flngicas, como a
candidiase oral, na qual deve ser administrada varias
vezes ao dia, pois possui biodisponibilidade
reduzida,®® sendo geralmente prescrita na
concentracao de 100.000 Ul/mL, na dose de 5 mL,
quatro vezes ao dia.?” 2% Entretanto, ndo basta
apenas tratar o tecido, a protese também deve ser
condicionada, por isso, a adicao de agentes
antimicrobianos, como a nistatina, aos adesivos pode
auxiliar no tratamento dessas doencas.

Estudos tém proposto a incorporacdao de
agentes antifingicos em materiais odontologicos,
como condicionadores teciduais, na tentativa de
manter a concentracao efetiva do farmaco no sitio
infectado, reduzindo a dissolucao e a eliminacao
precoce da cavidade oral.'>353¢ Foi demonstrado que,
quando incorporados a um condicionador tecidual, os
agentes  antifingicos clorexidina, clotrimazol,
fluconazol e nistatina inibem o crescimento de C.
albicans. No entanto, essa associacao modificou as
propriedades fisicas e mecanicas do material.® Por
outro lado, outro estudo relatou que a resisténcia de
unido entre a base da protese e um revestimento
macio modificado com antiflngicos, incluindo a
nistatina, ndo foi afetada.*

A incorporacdao de nistatina em materiais
resilientes inibe o crescimento flngico durante 14
dias.”” Um estudo sugere que a incorporacao de
nitrato de miconazol em adesivos para proteses
dentarias pode ser uma estratégia eficaz sem alterar
a forca adesiva, com grande potencial para o
tratamento da estomatite protética.?

Apesar da crescente popularidade dos
adesivos para proteses dentarias, sdo escassas as
bases cientificas relacionadas ao efeito da
incorporacao deste antifiingico em suas propriedades.
De acordo com os resultados do presente estudo, a
incorporacao da nistatina no adesivo promoveu uma
reducdo de 3 logs na contagem de C. albicans,

podendo ser utilizada como adjuvante no tratamento
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da candidiase oral ou faringea, via liberacdao do
agente antifingico.

Quando se utilizam adesivos protéticos,
espera-se que estes proporcionem retencao e
estabilidade a préotese durante um periodo de tempo.
O método utilizado neste estudo para avaliar a
resisténcia adesiva é vantajoso porque € simples e
nao requer equipamento especial.'®?

Ao aplicar uma camada fina do adesivo na
superficie interna da protese e depois inseri-la na
cavidade oral, os compostos hidrofilicos absorvem e
retém a agua para melhorar a forca de adesdo e os
compostos hidrofébicos previnem o inchaco excessivo
e a dissolucdo.®37%*

Neste estudo, a forca adesiva do Ultra Corega
Creme incorporado com nistatina foi maior apds 5
minutos de aplicacdo em relacdo ao produto

comercial, sendo que nos demais tempos nao houve

seguranca e conforto ao paciente por pelo menos 12
horas.

Os resultados deste estudo demonstram que a
incorporacao da nistatina pode ser uma alternativa
viavel favorecendo a entrega de farmacos ao
paciente, sem alteracdo negativa na resisténcia
adesiva do adesivo para protese dentaria. No
entanto, mais estudos sdo necessarios para obter
mais informacOes sobre essa proposta, como
avaliacoes em biofilmes compostos, teste
mucoadesivo e mecanismo de liberacdo do

antifdngico.

CONCLUSAO

Com base nesses achados, o uso de adesivo
protético pode ser uma boa maneira de liberar o
agente antifungico na cavidade oral, uma vez que a

incorporacao de nistatina reduziu o acimulo de

diferenca  significativa, podendo  proporcionar biofilme com uma influéncia positiva na forca adesiva

inicial.

RESUMO

Introducdo: A base cientifica relacionada com o efeito da incorporacdo de antifingicos nas propriedades dos adesivos para
proteses dentarias € escassa. Objetivo: Este estudo incorporou um agente antifingico em um adesivo e avaliou a influéncia na
formacdo do biofilme e na resisténcia adesiva. Delineamento: Espécimes em resina a base de polimetilmetacrilato (PMMA)
foram divididos em grupos: PMMA (Sem Adesivo); PMMA+Ultra Corega Creme Adesivo e PMMA+Ultra Corega Creme
Adesivo+Nistatina. O biofilme de Candida albicans foi cultivado nos espécimes e a viabilidade celular foi investigada através da
contagem de unidades formadoras de colonias (UFC/mL). A forca adesiva foi testada apos 5 minutos, 6 e 12 horas. Para a analise
microbiologica, os dados foram avaliados por Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn, e para a analise da forca adesiva por ANOVA de
duas vias e pos-teste de Bonferroni (a=.05). Resultados: Houve uma reducao na formacao de biofilme na superficie do adesivo
modificado com nistatina (p<.001). Apds 5 minutos, a forca adesiva do Ultra Corega Creme modificado foi maior que a do
produto comercial (p=.048), ndao havendo diferenca significativa nos demais tempos (p>.05). Implicagdes: A incorporacao de
nistatina no adesivo protético reduziu o acimulo de biofilme, com uma influéncia positiva na forca adesiva inicial, podendo ser
uma alternativa viavel para a entrega do farmaco ao paciente.

DESCRITORES
Adesivos; Candida albicans; Protese Dentaria; Nistatina.

RESUMEN

Introduccion: La base cientifica relativa al efecto de la incorporacion de agentes antiflingicos en las propiedades de los
adhesivos para protesis dentales es escasa. Objetivo: En este estudio se incorpor6 un agente antifiingico a un adhesivo y se
evalué su influencia en la formacion de biofilm y la resistencia adhesiva. Delineacion: Las muestras de resina de
polimetilmetacrilato (PMMA) se dividieron en grupos: PMMA (Sin adhesivo); PMMA+Adhesivo en crema Ultra Corega y
PMMA+Adhesivo en crema Ultra Corega+Nistatina. Se cultivd biofilm de Candida albicans en las muestras y se investigo la
viabilidad celular mediante el recuento de unidades formadoras de colonias (UFC/mL). La fuerza adhesiva se comprobo después
de 5 minutos, 6 y 12 horas. Para el analisis microbioldgico, los datos se evaluaron mediante Kruskal-Wallis y postest de Dunn, y
para el analisis de la resistencia adhesiva mediante ANOVA de dos vias y postest de Bonferroni (a=,05). Resultados: Se redujo la
formacion de biopeliculas en la superficie del adhesivo modificado con nistatina (p<0,001). Después de 5 minutos, la fuerza
adhesiva del Ultra Corega Creme modificado fue mayor que la del producto comercial (p=.048), sin diferencias significativas en
los otros tiempos (p>.05). Implicaciones: La incorporacion de nistatina en el adhesivo protésico redujo la acumulacion de
biofilm, con una influencia positiva en la resistencia adhesiva inicial, y podria ser una alternativa viable para administrar el
farmaco al paciente.
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