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RESUMO

Introducéo: O eugenol apresenta eficacia comprovada contra biofilmes de candidas
que tem alta prevaléncia em usuarios de préteses dentérias. No entanto, € volatil, tem
pouca solubilidade em agua e toxico em doses maiores. A sua encapsulacdo em
carreadores lipidicos nanoestruturados (CLNs) pode ser viavel para o
desenvolvimento de novos sanitizantes para a higiene das pecas protéticas, ja que
esse sistema (CLNSs) pretege o farmaco de degradacao, melhora a sua solubilidade,
modula sua liberacdo e, portanto, pode manter sua atividade mesmo em doses
menores. Objetivo: Desenvolver uma dispersdo sanitizante, para a higiene de
proteses dentérias, através de carreadores lipidicos nanoestruturados (CLNSs)
contendo eugenol e avaliar sua eficacia contra biofilmes de Candidas. Metodologia:
A formulacéo foi preparada pelo método de ultra-sonicacdo e caracterizada quanto ao
tamanho de particula (TP), indice de polidispersidade (IPD), potencial zeta (PZ),
eficiéncia de encapsulamento (EE), morfologia em microscépio de forca atdbmica
(MFA). Adicionalmente, a cinética de liberacdo foi realizada apartir da utilacdo de
células de Franz. A concentragao inibitéria minima (CIM) foi determinada pelo método
de microdiluicdo em caldo e Atividade antiflgica foi avaliada a partir da aplicacdo de
quatro grupos de tratamento (formulagcédo nanoestruturada contendo eugenol (FNE),
Eugenol livre (EL), solucao salina (SS) e formulacdo sem o farmaco (FNB)), por oito
horas, em biofilmes de candidas albicans e glabata aderidos em trinta e dois Corpos
de prova de resina acrilica de polimetiimetacrilato (PMMA). Resultados: As
nanoparticulas da FNE apresentaram tamanho por DLS de 199,5 + 2,55, alta
homogeneidade (0,07 + 0,02) e EE (83,07 £ 0,23), PZ negativo (-25,86 + 0,65) e forma
esférica. Além disso, obteve liberacdo controlada (44,21%) por 24 horas. As CIMs do
EL, para as candidas albicans e glabata, foram de até 10 (64 pg/mL) e 8 (128 pg/mL)
vezes (respectivamente) maiores do que as CIMs da FNE (6 pg/mL e 16 pg/mL). Os
biofiimes formados por esses microorganismosde, ambos tiveram uma reducao
significativa apds a imersdo em FNE quando comparada aos demais grupos testados
(EL, FNB e SS (P<0,0001). Conclusao: A FNE obteve atividade fungicida contra as
cepas isoladas e reduziu significativamente os biofilmes de candidas e, portanto,
apresenta um desempenho promissor para a sanitizacdo de proteses dentarias e
perspectiva de aplicacdo futura no mercado odontoldgico.

Palavras-chave: Eugenol. Nanotecnologia. Biofilmes. Candida. Resinas acrilicas.



ABSTRACT

Introduction: Eugenol has proven efficacy against candidiasis biofilms, which are
highly prevalent in denture wearers. However, it is volatile, has little solubility in water
and is toxic in larger doses. Its encapsulation in nanostructured lipid carriers (CLNs)
may be viable for the development of new sanitizers for the hygiene of prosthetic parts,
since this system (CLNs) protects the handling drug, improves its solubility, controls its
release and, therefore, you can maintain your activity even in smaller doses.
Objective: To develop a sanitizing dispersion for the hygiene of dental prostheses,
using nanostructured lipid carriers (CLNs) containing eugenol and evaluate its
effectiveness against Candida biofilms. Methodology: The formulation was prepared
by the ultrasonication method and specifications regarding particle size (TP),
polydispersity index (IPD), zeta potential (PZ), encapsulation efficiency (EE),
morphology and atomic force specificity ( MFA). In addition to the release kinetics in
Franz cells. The minimum inhibitory concentration (MIC) was determined by the broth
microdilution method and antifungal activity was evaluated from the application of four
treatment groups (nanostructured formulation containing eugenol (FNE), free eugenol
(EL), saline solution (SS) and formulation without the drug (FNB)), for eight hours, on
biofilms of candida albicans and glabata adhered to thirty-two test specimens of
polymethyl methacrylate (PMMA) acrylic resin. Results: FNE nanoparticles showed
size by DLS of 199.5 + 2.55, high homogeneity (0.07 + 0.02) and EE (83.07 £ 0.23),
negative PZ (-25.86 + 0.65) and spherical shape. Furthermore, it achieved controlled
release (44.21%) for 24 hours. The EL MICs for candida albicans and glabata were up
to 10 (64 pg/mL) and 8 (128 ug/mL) times (respectively) higher than the FNE MICs (6
pg/mL and 16 pg/mL). mL). Candida biofilms both had a significant reduction after
experimentation in FNwhen compared to the other groups tested (EL, FNB and SS
(P<0.0001). Conclusion: FNE obtained fungicidal activity against the isolated strains
and significantly prevented candidiasis biofilms and, therefore, presents a promising
performance for the cleaning of dental prostheses and prospects for future application
in the dental market.

Keywords: Eugenol. Nanotechnology. Biological plate. Candida. Acrylic resin.
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1. REVISAO DE LITERATURA

Foi realizada uma busca de artigos cientificos nas bases de dados PUBMED,
WEB OS SCIENSE E SCOPUS utilizando como descritores “Eugenol”,
"Nanostructured lipid carriers”, "Lipid nanoparticles”, "Candida”, “Denture Cleansers”
e “Acrylic resins”. Foram utilizados operadores booleanos“ AND” e “OR”. As
combinagdes aplicadas foram: "nanostructured lipid carriers” OR "lipid
nanoparticles” AND eugenol; "nanostructured lipid carriers" OR "lipid
nanoparticles” AND “denture cleansers”; candidas AND eugenol; "Denture
Cleansers" AND candidas AND "acrylic resins"; "nanostructured lipid carriers”
OR "lipid nanoparticles” AND “denture cleansers”; “nanostructured lipid
carriers” AND eugenol; “denture cleansers"” AND "acrylic resins".

Foram incluidos trabalhos publicados no idioma inglés e disponiveis na integra
e publicados nos ultimos 20 anos (2004 a 2024). Foram localizados 479 artigos, dos
quais apos a leitura dos titulos e resumos foram excluidos 452 (433 néo relacionados
a tematica e 19 duplicados). No total, 27 artigos foram selecionados para a revisao.
Os estudos estao descritos em ordem cronologica para cada subtdpico abordado, de

acordo com as normas do programa de pos-graduacéo em odontologia da UFPI.

Candida:

Poulain et al. (2013) revisaram sobre os conceitos modernos de Candida e
apresentaram algumas caracteristicas especificas: sdo micro-organismos que se
tornam patogénicos a partir do comprometimento imunolégico do hospedeiro e por
isso sao considerados patdégenos oportunistas. A infeccdo e colonizagcédo desse fungo
acontece quando conseguem ultrapassar as barreiras do tecido epitelial, pH extremos
e a producédo de muco dos hospedeiros, além da imunidade inata e adquirida.

Modrzewska e Kurnatowski (2013) relatam sobre a estrutura molecular do
género Candida, seus principais fatores de viruléncia e biofilme: apresenta a parede
celular de quitina e a membrana citoplasmatica fosfolipidica e ergosterol. Quando se
encontram em temperatura ideal na presenca de nutrientes especificos, crescem de
maneira exponencial por blastoconidios. Entre os principais fatores de viruléncia
estdo: ormacao de hifas e pseudohifas, capacidade de troca fenotipica, aderéncia as
células epiteliais e endoteliais, formacao de biofilme, secrecdo de enzimas hidroliticas

(proteases, fosfolipases, lipases) e tropismos. O processo de formacao do biofilme e
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sua estrutura depende do tipo de fungo envolvido, da composicdo quimica, da
superficie estrutural e do grau de hidrofobicidade do material ao qual adere. Os fungos
mais predominantes na formacéo de biofilme do género Candida, além de Candida
albicans (C. albicans), sdo Candida parapsilosis (C. parapsilosis), Candida glabrata

(C. glabata), Candida tropicalis (C. tropicalis) e Candida krusei (C. krusei).

Epidemiologia do género candida:

Pfaller et al. (2019) avaliaram a atividade de um farmaco contra 20.788 isolados
de Candida (37 espécies). Foram coletados em 135 centros médicos em 39 paises
entre 1997 e 2016 no mundo inteiro. Os isolados foram testados usando métodos de
referéncia e pontos de interrupcao clinicos publicados nos documentos de padrées
clinicos e laboratoriais do instituto. Entre todos os isolados de Candida 46,9% (7179)
eram C. albicans, seguindo de 18,7% (2860) da C. glabrata, 15,9% (2436) da C.
parapsilosis, 9,3% (1418) da C. tropicalis e 2,8% (421) da C. krusei. Embora a C.
albicans tenha sido a espécie predominante em todos 0s anos, houve uma diminui¢ao
da sua frequéncia com o passar do tempo (57,4% em 1997-2001 para 46,4% em
2015-2016). A C. glabata, além de ser a espécie ndo-albicans mais comum, mostrou
um aumento constante de 16,0% em 1997-2001 para 19,6% em 2015-2016. Ja a C.
parapsilosis se concentrou na terceira posicdo (aumentou em frequéncia de 12,3% no
periodo de 1997-2001 para 17,8% em 2009-2011). A C. albicans foi a mais prevalente
em todas a regides do mundo avaliadas com percentual maior na Europa (52,5%) e
menor na América do Norte (AN) (Estados Unidos e Canad4; 42,7%), enquanto C.
glabrata foi mais comum em AN (24,3%) e menos comum na América Latina (AL)
(7,1%). A C. tropicalis obteve maior frequente de Candidiase na regido da AL (17,0%).

Segundo o Ministério da Saude (MS) 2023, no brasil existem aproximadamente
200 espécies de candida. Dentre as mais prevalentes, que apresentam um maior
interesse clinico, sdo: C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei,
Candida guilliermondii  (C. guilliermondii), Candida lusitaniae (C. Lusitaniae) e
a Candida auris (C. auris). Cada uma dessas espécies apresenta caracteristicas
individuais em relagéo a suscetibilidade aos antifungicos, fatores de viruléncia sobre
o hospedeiro, distribuicdo entre paises em uma mesma regido ou cidade. A C.
albicans, é a mais predominante mundialmente e pode ser responsavel por 44-70%

dos casos, dependendo da regido estudada.
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Candidas x usuarios de proteses dentarias x estomatite protética e candidiase
bucal:

Lépez et al. (2012) avaliaram a prevaléncia de Candidiase hiperplasica cronica
(CHC) na mucosa oral de individuos atendidos no Servico de Medicina Oral, durante
0s ultimos 5 anos e investigaram a associa¢do da CHC com alteracdes displasicas na
mucosa oral. O estudo retrospectivo teve uma amostra de 2785 pacientes. O estudo
incluiu todos os casos de candidiase diagnosticados. No total, 123 (4,41%) pacientes
apresentavam candidiase em suas diferentes formas clinicas e destes 19 (15,41%)
manifestaram CHC. Doze dos 19 pacientes usavam proteses dentarias. Houve uma
evolucgéo estatistica significativa entre CHC e C.albicans (P<0,05).

Bianchi et al. (2016) avaliaram a associacdo entre candidiase oral (CO) em
idosos usuarios e ndo usuarios de proteses e seus fatores predisponentes. O estudo
transversal, com coleta salivar, obteve uma amostra de 48 pacientes que usavam
protese e 43 pacientes (grupo controle) que ndo usavam. Cerca de 83,3% dos
usuarios de proteses obtiveram isolados de Candida spp. Houve uma associacao
significativa entre o isolamento de leveduras e prétese dentaria nos dois grupos (p <
0,05, OR = 4,3). A C. albicans foi a mais prevalente (37 isolados), sendo 23 (62,2%)
no grupo protese total e 14 (37,8%) (grupo controle). Os pacientes que apresentavam
candidiase oral, 83,3% eram do grupo que usava protese dentaria, enquanto apenas
16,7% pertenciam ao grupo controle.

Cankovi¢ et al. (2017) determinaram a prevaléncia e os fatores de risco que
contribuem para o desenvolvimento da estomatite protética (ESP) em usuarios de
préteses dentarias removiveis (PDRs) superiores. Este estudo clinico prospectivo
incluiu todos os pacientes portadores de PDRs atendidos em um departamento de
medicina oral. A amostra foi composta por 159 pacientes (132 mulheres e 27 homens).
Amostras de swab foram retiradas da lingua e da mucosa palatina para exame
microbiolégico. A prevaléncia da ESP foi avaliada em 26,5%. Quando comparado o
grupo da ESP com os demais grupos, houve uma significancia maior sobre o uso
noturno (p = 0,000) e idade média das proéteses (p = 0,022). Em relacédo ao achado
micoldgico positivo, apresentou-se diferenca de significancia limitrofe entre os grupos

avaliados (p = 0,053). O uso continuo (durante a noite) de PDRs é considerado o
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principal fator de risco para a ESP, seguindo da idade da protese e a infecc¢ao oral por
Candida.

Mousa et al. (2020) avaliaram a relacéo do desenvolvimento da ESP associado
a protese dentaria e verificaram as espécies de leveduras comumente isoladas de
usuarios de proteses dentérias removiveis. A amostra foi composta por 64 pacientes
que receberam novas proteses totais convencionais. A colonizagdo de espécies de
Candida foi avaliada e as espécies foram identificadas por meio do Componentes de
laboratério VITEK 2. No inicio do estudo a C. albicans, seguindo da Candida glabata
(C. Glabata) foram as mais predominates. Houve um aumento significativo (P < 0,05)
do dia da insercdo até o primeiro més. A ESP pode se desenvolver mais rapido do
gue se pensava antes, e a maioria comumente esteve associada a espécies mistas
de Candida.

Manikandan et al. (2022) compararam individuos usuarios de proéteses totais e
nao-usuarios em relacdo a Candida que foram diagnosticados com ESP. O estudo
transversal obteve uma amostra de 60 individuos divididos em dois grupos (usuarios
(A) e ndo usuarios (B) de préteses. Foram coletadas amostras de saliva cultivada em
CHROMagar. O valor médio das unidades formadoras de colénias (UFC) de Candida
em relacéo ao Grupo A é C. albicans 0,36 + 2,008, Candida krusei (C. Krusei) (0,27 *
1,061) e Grupo B: C. albicans (0,73 + 2,196) e (C. krusei 0,36 + 1,084). Houve uma
relagcéo significativa entre usuarios de préteses dentérias e crescimento intenso de C.
Albicans (P<0,054 ) e C. krusei (P<0,036) em cultura de saliva. Os usuarios de
préteses dentarias com Candida oral apresentaram maior prevaléncia de ESP.

Singh et al. (2023) apresentaram uma avaliacdo abrangente da prevaléncia de
ESP e sua relagdo com C. albicans numa populagéo indiana através de uma revisao
sistematica e metandlise. A partir de uma busca criteriosa em bases de dados (de
acordo com o PRISMA) sem limitacdes de prazo de publicacdo, quatro estudos que
abrangiam 415 participantes foram incluidos. Houve uma associacdo significativa
entre ESP e colonizacdo por C.albicans. A razdo de chances (OR) geral e a razdo de
risco (RR) para a prevaléncia de C. albicans em pacientes com ESP foram de 0,75 (IC
95% 0,56 a 0,99) e 0,83 (IC 95% 0,70 a 1,00), respectivamente.

Higienizadores quimicos convencionais e seus impactos negativos nas

préteses dentarias Removiveis (PDRs):
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Paranhos et al. (2013) analisaram a estabilidade de cor (EC), rugosidade
superficial (RS) e resisténcia a flexdo (RF) de corpos de prova de resina acrilica apos
imersdo em peroéxido alcalino (PA) e hipoclorito de sodio 0,5% (NaOCI). No total. 140
corpos de prova, em forma de disco (60) e retangulo (80), foram preparados com
resina acrilica termopolimerizavel (Lucitone 550) e distribuidos em 4 grupos (n=20):
G1: sem imersao, G2: 8h de imersdo em 4gua destilada (AD); G3: 8h em PA; G4: 8h
em NaOCl 0,5%. Nao houve alteracdo significatica dos grupos em relacdo a
resisténcia a flexao (P = 0,05) O PA causou alteracéo de cor significativamente maior
(P<0,05). O NaOCI 0,5% aumentou a rugosidade da superficie (média 0,195 um).
Concluiu-se que PA e NaOCI néo alteraram a resisténcia a flexdo da resina acrilica.
No entanto, altera¢des de cor foram perceptiveis em ambas as solucdes.

Haghi et al. (2015) avaliaram a EC e RS de duas resinas acrilicas comuns em
diferentes solugbes de limpeza. No total, 112 blocos de resina acrilica Meliodent e
Acropars (56 blocos cada) foram divididos em sete grupos de diferentes tratamentos:
NaOCIl a 1% por 10 minutos ao dia (um més), NaOCIl a 1% por 8h por dia (uma
semana), solucdo de Correga tabs (CT) por 8h por dia (um més), saquinho de cha
(SC) por 2h por dia (um més), SC por 2h por dia e depois 10 min em 1 % NaOCI (um
més), SC por 2h, depois 8h na solucdo CT por dia (um més) (TC) e, finalmente, AD
por um més como grupo controle. Apés o tratamento das amostras, foram medidas a
EC e a RS das amostras. O grupo SC por 2h exibiu uma mudanca na EC significativa
(P<0,05). O NaOCI 1% em 8h causou alteracdo de EC significativa (P<0,05) no grupo
Acropars em comparagao ao grupo Meliodent. A maior rugosidade foi apresentada no
grupo SC por 2h mais 8h em CT (1,27+0,54).

Peracini et al. (2017) avaliaram a eficacia de dois produtos (NaOCI e PA) contra
biofimes de Candida spp em estruturas de PDRs. Os pacientes (n=32) foram
instruidos a escovar suas proéteses trés vezes ao dia e mergulha-las (=8 h) durante a
noite. Foram divididos em trés grupos: controle - agua (A), PA e NaOCI a 0,5% (SH).
Cada solucao foi usada por trés periodos alternados de sete dias. Apds a incubacédo
as colbnias foram contadas e os valores de taxas de unidades formadoras de candida
por mL (UFC/ml) foram calculados. Houve uma reducao na contagem de C. albicans.
A imersdo em AP [5,73 (5,45-5,91)] causou uma mudanca de cor maior quando

comparado com a imersdo em NaOCI [3,70 (3,51-3,98)]. Concluiram que ambas as

17



solucdes testadas apresentaram acao antimicrobiana contra C. albicans, mas devem
ser usadas com cautela como uma solugéo de imersdo durante a noite.

Procépio et al. (2018) analisaram os efeitos antimicrobianos e citotéxicos de
uma resina acrilica para PDRs apds ciclos de imersédo diaria durante a noite em NaClO
1% e digluconato de clorexidina (CHX) 2%, simulando os periodos de nove meses ou
1,5 ano. O método de microdiluicdo em caldo (C. albicans ou Staphylococcus aureus
(S. aureus)) foi usado para realizar o teste microbioldgico e ensaio MTT para o teste
citotoxicos. O efeito antimicrobiano foi visto em ambos os periodos de imerséao para
CHX 2% (P <0,05). Ja o NaClO a 1% n&o obteve efeito positivo (P 2 0,05). No entanto,
os residuos de CHX a 2% foram gravemente citotoxicos em fibroblastos gengivais
humanos em comparacdo com aqueles de NaClO a 1% e resina acrilica, que foram
levemente citotoxicos. Mesmo em baixas concentracdes, os residuos quimicos de
CHX impregnados na prétese podem resultar em algum grau de toxicidade para a
mucosa o0 apos uso diario prolongado.

Ozyilmaz et al. (2019) avaliaram o efeito de diferentes limpadores de PDRs na
RS e dureza de diferentes materiais acrilicos (polietercetonacetona, poliamida
moldada por termoinjecédo e polimetilmetacrilato). Corpos de prova (150) em forma de
disco foram fabricados, e divididos em cinco subgrupos (n=10) de acordo com os
procedimentos de imersdo. Foram submetidos a imersao diaria com quatro limpadores
(Corega, Protefix, Curaprox e Perlodent) por 8 h por dia durante 140 dias. RS e dureza
das superficies foram determinadas apds a medicdo no inicio e ap0s a aplicacao de
solucbes quimicas. As alteracBes topograficas foram avaliadas com microscopia
eletrdnica de varredura (MEV). A RS das proteses de polietercetonacetona,
polimetilmetacrilato e poliamida foi aumentou significativamente pelas solucbes
quimicas (P<0,05). Comparados com o Curaprox, os comprimidos efervescentes
alteraram significativamente a dureza da superficie e RS da poliamida.

Rocha et al. (2021) analisaram a atividade antibiofilme de solu¢cfes de higiene
de préteses totais e seus efeitos nas propriedades fisicas e mecanicas de resina
acrilica. Metodologia: A atividade antibiofilme em resina acrilica foi feita a partir da
contaminacgao das amostras com C. albicans, C. glabrata e Streptococcus mutans (S.
Mutans). Apés o crescimento do biofilme, os espécimes foram distribuidos para as
solugdes de higiene: AD (Controle); 0,2% de NaOCI; Cristais Efferdent Power Clean

(EPC) e 6,25% Ricinus communis (RC). A viabilidade dos microrganismos foi avaliada

18



por contagens em placas de agar. As propriedades fisicas e mecéanicas da resina
acrilica foram avaliadas apds simular um periodo de 5 anos de imerséo diaria. As
mudancas avaliadas foram RS, EC, microdureza, RF, resisténcia ao impacto (RI),
sorcao e solubilidade. O NaOCI eliminou todos os microrganismos enquanto o EPC e
RC apresentaram acdo moderada contra S. mutans (p=0,001) e C.glabrata (p<0,001),
respectivamente. O RC obteve os maiores valores de alteragédo de EC (p=0,030),
dureza (p<0,001), RS (p=0,006) e RF (p<0,001). EPC promoveu maiores mudancas
na superficie. A imersdo em NaOCI néo alterou a superficie da resina acrilica. Todo
os limpadores reduziram a resisténcia ao impacto (p<0,05). O NaOCI foi o que
apresentou maior atividade antibiofilme.

Alfouzan et al. (2021) verificaram a EC de materiais a base de resina acrilica
apos exposicao a agentes mecanicos (escovacao) e produtos quimicos para limpeza
de PDRs. Dois polimetilmetacrilatos (PMMA) (curado por calor e CAD/CAM pré-
polimerizado) e um material de base para proteses de resina a base de dimetacrilato
de uretano foram utilizados para a confeccado dos corpos de prova. Os limpadores
guimicos foram corega, 5,25%, NaOCI e 0,2% de gluconato de clorexidina (GC) em
ciclagem térmica para simular um ano de uso normal da PDR. A diferenca de cor foi
calculada usando luz UV visivel de bancada espectrofotdmetro. As alteragdes nos
valores de EC de todos os materiais testados estavam acima da faixa clinicamente
aceitavel, independentemente do tipo de limpador de prétese aplicado.

Alkaltham et al. (2023) investigaram a alteracdo das propriedades de RF e
dureza das resinas impressas em 3D usadas para fabricacdo de bases de proteses
apos a imersao por 180 dias em AD, comprimido efervescente e NaOCIl. A RF e
modulo de elasticidade foram investigados por meio do teste de flexdo em trés pontos
e teste de dureza Vickers antes da imersdo. A RF de todos os materiais diminuiu apos
a imersado em solucao (p < 0,001). O comprimido efervescente e a imersao em NaOCl|
reduziram a RF (p < 0,001), com os menores valores registrados com a imersdo em
NaOCI. O mddulo de elasticidade nao diferiu significativamente entre a linha de base
e apo6s a imersao em DW (p > 0,05), mas diminuiu significativamente apds a imersao
comprimido efervescente e imersdo em NaOCI| (p < 0,001). A dureza diminuiu
significativamente apos imersdo em todas as solucdes (p < 0,001). A imersdo do
material polimerizado termicamente e impresso em 3D resinas no DW e solucdes

desinfetantes diminuiram as propriedades de RF e dureza.
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Eugenol (EUG):

Ulanowska et al. (2021) apresentaram uma revisao sobre as caracteristicas do
EUG de pesquisas recentes de artigos no PubMed. O EUG (C10H1202, fenil-
propandide) € um composto aroméatico reconhecido por sua versatilidade e é
frequentemente encontrada em uma variedade de Oleos essenciais de diversas
espécies de plantas (Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae e Myristicaceae). E o principal
constituinte do 6éleo de cravo (Syzygium aromatum). (Daniel et al., 2009; Pramod et
al., 2010; Khalil et al., 2017; Mohammadi et al., 2017;). E um liquido amarelo claro,
oleoso e aroma caracteristico. Tem média solubilidade em &gua e alta solubilidade em
solventes organicos. Apresenta baixa estabilidade termodinamica e é sensivel a
oxidacdo e a diversos produtos quimicos. Apesar de muitas propriedades importantes
como atividades antimicrobianas, o EUG pode causar irritabilidade, dermatite alérgica
de contato, gengivite alérgica de contato ou sindrome de queimacao na boca (Navarro
et al., 2019).

Nisar et al. (2021) apresentaram uma revisao sobre o EUG e suas propriedades
benéficas para a salude humana. Baseado nos estudos encontrados, esta revisdo
concluiu que o EUG possui véarias propriedades farmacoldgicas como, atividades
antimicrobianas, anti-inflamatorias, analgésicas, neuroprotetoras, antidiabéticas e
antitumorais que o tornam eficaz para o tratamento e prevencdo de uma série de

doencas.

EUG como agente antifingico promissor:

He et al. (2007) investigaram os efeitos do EUG em biofilmes pré-formados,
células aderentes na formacao de biofilme e morfogénese celular de C. albicans. A
disperséo do EUG foi feita em RPMI-1640 em diluicdes com concentragdo inicial de
4.000 mg/L. A formacao dos biofilmes de C. albicans foram apresentados em 48 horas
a 37 °C nas superficies de placas de microtitulacdo. Para avaliar o efeito do ativo foi
usado o kit de ensaio de toxicologia in vitro. O seu uso foi estimadoem 0, 1,2 e 4 h
em diferentes concentracbes (20, 200 e 2.000 mg/L). O efeito do ativo, na
morfogénese de células de C. albicans, foi observado através da microscopia
eletrdnica de varredura (MEV). Houve uma reducdo >80% da atividade metabdlica de

células sésseis com uso do EUG na concentracdo de 2.000 mg/L. Concluiram que o
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EUG possui eficacia contra biofiime de C. albicans pré-formados, reduzindo o
crescimento das células testadas.

Khan et al. (2012) avaliaram quatro fitocompostos (cinamaldeido, citral, EUG e
geraniol) quanto a suas atividades inibitérias, in vitro, contra biofilmes pré-formados
de C. albicans, isoladamente ou em combinacéo, com fluconazol e anfotericina B (anf
B). A MEV determinou o efeito inibitério dos compostos de teste em biofilmes.
Intervalos de tempo (0, 2, 4, 8, 12, 24 e 48h) foram estabelecidos para medir a inibicdo
dos biofilmes pré-formados. Houve uma inibicéo total de biofilme com o uso do EUG
em ambas as cepas teste. Entre todas as combinac¢des testadas com o fluconazol e
anf B, o EUG apresentou a maior sinergia contra a C. albicans.

Jafri et al. (2018) verificaram a eficacia do EUG na inibi¢cdo de biofilmes simples
e mistos de C. albicans. No total, 11 cepas (CAJ 1 A CAJ 11) resistentes a quatro
agentes antifungicos (luconazol, anf B, cetoconazol e itraconazol) foram utilizadas no
estudo. A formacgao dos biofilmes, foi realizada pela adicdo de 0,1 ml de suspensao
em 0,1 mL da amostra de C. Albicans. A MEV foi empregada pra observar a presenca
e auséncia do EUG. Houve uma reducéo significativa da viabilidade celular (p < 0,05)
no log 10 UFC/mL de 6,3 para 4,8 a 200 mg/mL de eugenol. A MEV mostrou ruptura
da membrana celular e da estrutura da matriz em biofilmes simples e mistos. Em
conclusédo, determinaram que o EUG apresentou eficacia contra biofilmes simples e
mistos formados por cepas de C. albicans em multiplos modo de acéo.

Khan et al. (2019) investigaram a capacidade do EUG combinado com anf B
para aumentar os efeitos antifingicos e reduzir sua toxicidade. As substancias foram
testadas contra diferentes cepas de C. albicans com aplicacdo do método de
microdiluicdo. A concentracdo inibitoria minima (CIM) do do EUG, individualmente, foi
de 625 mg/mL, ja em combinacdo com anf B (0,05 mg/mL), houve uma reducédo de
75% nos valores de CIM do EUG (156 mg/ml). A combinagéao (EUG e Anf B) mostrou
declinio precoce no padrdo de crescimento de C. Albicans em comparagdo com 0s
ativos sozinhos. Concluiram que combina¢do das substancias inibe o crescimento e
apoptose de C. albicans, podendo atuar juntos contra o patdgeno em doses menos
toxicas.

Saracino et al. (2022) testaram, in vitro, a atividade antifungica e o eventual
efeito sinérgico de cinco componentes puros de 6leos essenciais: cinamaldeido, Y-

pineno, limoneno, eucaliptol e EUG. Os testes foram realizados em 18 cepas de
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Candida (15 C. albicans, 2 C. glabrata e 1 C. lusitaniae) de culturas de cepas clinicas.
O método de difusdo em disco, foi utilizado para avaliar a atividade antifungica dos
componentes. Cinamaldeido e o EUG tiveram os melhores resultados inibitérios em
todas as cepas e apresentando um efeito altamente aditivo (FICI 0,625). A CIM do
EUG foi de 455,42 mg/L. O isolado provocou a reducdo completa de células fungicas
vidveis em 1 h. Concluiu-se que o EUG apresentou alta atividade antifagica contra
Candida spp. in vitro, em termos de propriedades fungistaticas e fungicidas.

Carreadores lipidicos nanoestruturados (CLNSs):

Elmowafy et al. (2021) realizaram uma revisao geral sobre o sistema CLNs e
apresentaram seus componentes e a arte atual do seu desenvolvimento. CLNs s&o
sistemas binarios contituidos de lipidios sélidos e liquidos que permite a retencao de
ativos lipofilicos, protegendo-os da degradacdo e melhorando sua estabilidade e
controle da liberacdo. (Radtke,Souto e Mdiller 2007). S&do compostos por fases
lipidicas, fase aquosa e surfactante(s). No entanto, a sele¢cdo dos componentes e das
suas propor¢cdes pode influenciar particularmente o comportamento final da
formulacdo desenvolvida. (Hauss 2007; Souto e Muller 2010). As principais
caracteristicas que o sistema deve apresentar: os lipidios devem ser reconhecidos
como Seguros (GRAS), ter estrutura fisico-quimica controlada, os ativos devem ser
soluveis sobre os lipidios e no final a formulacéo deve ser homogenia com fase Unica
(Doktorovova et al. 2010).

Carreadores lipidicos nanoestruturados contendo EUG:

Garg e Singhy (2011) investigaram, in vivo, a acdo antifungica de
nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN) em ratos imunossuprimidos com candidiase
oral. A caracterizacao foi feita (TP), (IP), (PZ), eficiéncia de encapsulamento (EE),
liberacdo in vitro e atividade antifingica in vivo. A CIM do EUG , contra C. albicans, foi
de 50 g/mL. As SLN, obtidas a partir de lipidio Unico, apresentaram maior espectro
(332 nanbmetros (nm)) quando comparados aos de lipidios binarios (87,7 nm). O PZ
foi encontrado na faixa de -18 a -20 mV. A EE foi de 98,46%. A solugcao padrao de
EUG (2 mg/mL) mostrou mais de 80% de liberagdo do farmaco em 30 minutos. Apos

0 uso do ativo encapsulado, a taxa de liberagcdo diminuiu em quase 65%, sendo
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liberado em 12h. As nanoparticulas lipidicas aumentaram, significamente, a eficicia
terapéutica do EUG.

Shajari et al. (2022) preparam alguns CLNs ecologicamente corretos com EUG
encapsulado para atividade antimicrobiana, antibacteriano em aguas residuais
hospitalares. A formulacdo foi preparada por homogeneizagcdo a quente em alta
velocidade. A caracterizacdo foi determinada por diferentes técnicas, como
microscopia eletrénica de transmissao, infravermelho com transformada de Fourier e
calorimetria dinamica de varredura. o método de UFC foi aplicado para avaliar a
capacidade dos CLNs com EUG de inibir a taxa de crescimento bacteriano. O tamanho
médio e o PZ foram 78,12 + 6,1 nm e -29,43 £+ 2,21 mV, respectivamente. O maior
efeito inibitorio da em meios de cultura foi observado em cepas padréao e selvagem de
Staphylococcus aureus (43,42% e 26,41%, respectivamente) com concentracdo de
0,125 uM.

Quadro 1 — Principais descri¢cdes dos artigos selecionados:

Autor e ano de Tipo de , Principais resultados
. ~ Metodologia
publicacao estudo
Candidas
Poulain et Revisdo de Resumo dos Candidas sao micro
al.(2013) literatura conceitos modernos organismos que se
da patogénese da | tornam patogénicos a
Candida. partir do

comprometimento
imunolégico do
hospedeiro e por isso
séo considerados
patdgenos
oportunistas.
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Modrzewska e
Kurnatowski
(2013)

Revisdo de
literatura

Uma atualizacéo
das caracteristicas
de patogenicidade
sobre: formacao de

hifas e/ou
pseudohifas, troca
fenotipica, reacoes
tropicas e producéo
de biofilme de
candidas.

O processo de
formacéo do biofilme e
sua estrutura depende
do tipo de fungo
envolvido, da
composicao quimica,
da superficie estrutural
e do grau de
hidrofobicidade do
material ao qual adere.

Epidemiologia do género candida

Pfaller et al.
(2019)

Estudo
transversal

A identificacdo das
espécies foi
realizada usando
métodos fenotipicos
(1997-2001),
genotipicos e
protedmicos (2006—
2001). 2016). Todos
os isolados foram
testados de acordo
com os documentos
do Clinical and
Laboratory
Standards Institute.

Entre todos os
isolados de Candida
46,9% (7179) eram C.
albicans, seguindo de
18,7% (2860) da C.
glabrata, 15,9% (2436)
da C. parapsilosis,
9,3% (1418) da C.
tropicalis e 2,8% (421)
da C. krusei.

Candidas x

usuarios de prot

candidiase bucal

eses dentarias x esto

matite protética e

Lépez et al.
(2012)

Estudo
transversal

Foi realizado estudo
retrospectivo de
pacientes (2785)

atendidos no

Servico de Medicina

Oral. O estudo
incluiu todos os
casos de candidiase
diagnosticados e
confirmados por
estudos micolégicos
e histopatologicos.

No total, 123 (4,41%)
pacientes
apresentavam
candidiase em suas
diferentes formas
clinicas e destes 19
(15,41%)
manifestaram CHC.
Doze dos 19 pacientes
usavam proéteses
dentarias.
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Bianchi et al.
(2016)

Estudo
transversal

A populacao do
estudo foi composta
por 91 pacientes
idosos (acima de 60
anos) Foi realizada
a coleta de saliva
de 48 pacientes que
usavam protese e
43 pacientes (grupo
controle) que nao
usavam.

Houve uma
associacao
significativa entre o
isolamento de
leveduras e protese
dentéria nos dois
grupos (p < 0,05, OR =
4,3). A C. albicans foi
a mais prevalente (37
isolados), sendo 23
(62,2%) no grupo
protese total.

Cankovié et al.
(2017)

Estudo clinico
prospectivo

A amostra foi
composta por 159
pacientes (132
mulheres e 27
homens). Amostras
de swab foram
retiradas da lingua e
da mucosa palatina
para exame
microbioldgico.

A prevaléncia da
estomatite protética
ESP foi avaliada em

26,5%. O uso continuo
(durante a noite) de
PDRs é considerado o
principal fator de risco
para a ESP, seguindo
da idade da prétese e
a infeccao oral por
Candida.

Mousa et al.
(2020)

Série de casos

A amostra foi
composta por 64
pacientes que
receberam novas
préteses totais
convencionais. A
colonizacgéo de
espécies de
Candida foi
avaliada.

A ESP pode se
desenvolver mais
rapido do que se

pensava antes, e a
maioria comumente
esteve associada a
espécies mistas de
Candida.

Manikandan et
al. (2022)

Estudo
transversal

A amostra foi
composta por 60
individuos divididos
em dois grupos
(usuarios (A) e nédo
usuarios (B) de
préteses). Foram
coletadas amostras
de saliva cultivada
em CHROMagar.

Houve uma relacdo
significativa entre
usuarios de proteses
dentérias e
crescimento intenso de
C. Albicans (P<0,054 )
e C. krusei (P<0,036)
em cultura de saliva.
Os usuérios de
proteses dentéarias
com Candida oral
apresentaram maior
prevaléncia de ESP.
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Singh et al.
(2023)

Revisao
sistematica e
metanalise

A partir de uma
busca criteriosa em
bases de dados (de

acordo com o
PRISMA) sem
limitacdes de prazo
de publicacéo,
quatro estudos que

abrangiam 415
participantes foram

incluidos.

Houve uma
associacao
significativa entre ESP
e colonizag&o por
C.albicans. A razéo de
chances (OR) geral e
a razédo de risco (RR)
para a prevaléncia de
C. albicans em
pacientes com ESP
foram de 0,75 (IC 95%
0,56 a 0,99) e 0,83 (IC
95% 0,70 a 1,00),
respectivamente.

Higienizadores quimicos convencionais e seus impactos negativos nas
tarias Removiveis (PDRSs):

proteses den

Paranhos et al.

Estudo

Foram

O PA causou alteracao

(2013) laboratorial in confeccionados 60 de cor
vitro corpos de prova, em significativamente
forma de disco, com maior (P<0,05). O
resina acrilica NaOCI 0,5% aumentou
termopolimerizada a rugosidade da
(Lucitone 550) e superficie (média
distribuidos em 4 0,195 um).
grupos. As
propriedades foram
avaliadas no inicio e
apos a imerséao de
PA e NaOCI 0,5%.
Haghi et al. Estudo No total, 112 blocos O grupo SC por 2 h
(2015) laboratorial in de resina acrilica exibiu uma mudanca
vitro Meliodent e na EC significativa

Acropars (56 blocos
cada) foram
divididos em sete
grupos de diferentes
tratamentos.

(P<0,05). O NaOCI 1%
em 8 h causou
alteracao de EC
significativa (P<0,05)
no grupo Acropars em
comparagao ao grupo
Meliodent. A maior
rugosidade foi
apresentada no grupo
SC por2hmais8h
em CT (1,27+0,54).
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Peracini et al.

(2017)

Estudo clinico

32 usuarios de
PDRs escovaram
suas proteses trés
vezes ao diae a
mergulharam em
trés solucdes (=8

horas) em: controle -

agua; AP; ou
NaCHI0,5%.

Ambas as solucbes
testadas apresentaram
acao antimicrobiana
contra Candida spp.
No entanto, podem
danificar as bases da
prétese a longo prazo.
Cerca de 24,7% das
cepas, eram
resistentes a pelo
menos um dos
antifungicos testados.

Procopio et al.

(2018)

Estudo
laboratorial in
vitro

O método de
microdiluicdo em
caldo (C. albicans
ou Staphylococcus
aureus (S. aureus))
foi usado para
realizar o teste
microbiolégico e
ensaio MTT para o
teste citotoxicos.

O efeito antimicrobiano
foi visto em ambos os
periodos de imersao
para CHX 2% (P
<0,05). JAo NaClO a
1% nao obteve efeito
positivo (P = 0,05). Os
residuos de CHX a 2%
foram gravemente
citotoxicos em
fibroblastos gengivais
humanos.

Ozyilmaz et al.
(2019)

Estudo
laboratorial in
vitro

Corpos de prova
(150) foram
fabricados, e
divididos em cinco
subgrupos (n=10)
de acordo com os
procedimentos de
imersédo. Foram
submetidos a
imersao diaria com
quatro limpadores
(Corega, Protefix,
Curaprox e
Perlodent) por 8 h
em 140 dias.

A RS das proteses de
polietercetonacetona,
polimetilmetacrilato e
poliamida aumentou
significativamente
pelas solucdes
guimicas (P<0,05).
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Rocha et al.
(2021)

Estudo As amostras de
laboratorial in | resina acrilica foram
vitro contaminadas com

C. albicans. Ap6s o
crescimento do
biofilme, os
espécimes foram
expostos as
solucdes
desinfectantes.

A imersao em NaOCI
nao alterou a
superficie da resina
acrilica. Todo os
limpadores reduziram
a resisténcia ao
impacto (p<0,05). O
NaOCI foi o que
apresentou maior
atividade antibiofilme.

Alfouzan et al.
(2021)

Estudo Dois
laboratorial in | polimetilmetacrilato
vitro (PMMA) (curado por

calor e CAD/CAM
pré-polimerizado)
foram utilizados
para a confeccao
dos corpos de
prova. Os
limpadores quimicos
foram corega,
5,25% , NaOCl 1% e
0,2% de gluconato
de clorexidina (GC)).

As alteracdes nos
valores de EC de
todos os materiais
testados estavam
acima da faixa
clinicamente aceitavel,
independentemente do
tipo de limpador de
protese aplicado.

Alkaltham et al.
(2023)

Estudo Alteracéo das
laboratorial in | propriedades de RF
vitro e dureza das

resinas impressas
em 3D usadas para
fabricacéo de bases
de proteses foram
avaliadas apés a
imersédo por 180
dias em AD,
comprimido
efervescente e
NaOCI.

A RF de todos os
materiais diminuiu
apos a imersdao em
solucéo (p < 0,001). O
comprimido
efervescente e a
imersdo em NaOCI
reduziram a RF (p <
0,001), com o0 menores
valores registrados
com a imersdao em
NaOCI. A dureza
diminuiu
significativamente
apo0s imersdo em
todas as solucoes
testes (p < 0,001).

Eugenol (EUG)
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Ulanowska et al. Revisao de Esta revisao é Apresenta baixa
(2021) literatura baseada em em estabilidade
caracteristicas do termodinamica e é
eugenol de sensivel a oxidacédo e
pesquisas recentes a diversos produtos
de artigos no quimico.
PubMed.
Nisar et al. Revisao da Resumo das o0 EUG possui vérias
(2021) literatura caracteristicas propriedades

farmacoldgicas do
EUG e seus
potenciais
beneficios a saude
de acordo com
artigos recentes.

farmacoldgicas como,
atividades
antimicrobianas, anti-
inflamatorias,
analgésicas,
neuroprotetoras,
antidiabéticas e
antitumorais que o
tornam eficaz para o
tratamento e
prevencao de uma
série de doencas.

EUG como agente antifungico promissor:

He et al. (2007)

Estudo
laboratorial in
vitro

A disperséo do EUG
foi feita em RPMI-
1640 em dilui¢cdes
com concentracao

inicial de 4.000
mg/L. A formacéao
dos biofilmes de C.

albicans foram

apresentados em 48
horas (h) a 37 °C
nas superficies de

placas de
microtitulacao.

Houve uma
reducdo >80% da
atividade metabdlica
de células sésseis com
uso do EUG na
concentracao de 2.000
mg/L.
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Khan et al.
(2012)

Estudo
laboratorial in
vitro

A MEV determinou o
efeito inibitério dos
compostos de teste

em biofilmes.
Intervalos de tempo
0, 2,4,8,12,24 ¢
48 h) foram
estabelecidos para
medir a inibicdo dos
biofilmes pré-
formados.

Houve uma inibicédo
total de biofilme com o
uso do EUG em
ambas as cepas teste.
Entre todas as
combinacgdes testadas
com o fluconazol e anf
B, o EUG apresentou
a maior sinergia contra
a C. albicans.

Jafri et al. (2018)

Estudo
laboratorial In
vitro

A formacao do
biofilme foi
determinado em
lamelas de vidro
usando 0,1% de
cristal violeta e
visualizados em
microscoépio de luz.
Biofilmes simples e
mistos, na presenca
e auséncia de
eugenol foi
analisada por MEV.

O eugenol foi eficaz
contra biofilmes
simples e mistos

formados por as cepas
resistentes as drogas
de dois patdégenos

orais, C. albicans e S.

mutans, através de
multiplos modo de
acao.

Khan et al.
(2019)

Estudo
laboratorial In
vitro

A atividade
antifungica foi
avaliada com base
nas diretrizes do
Clinical Laboratory
Standard Institute
(CLSI) com
pequenas
modificacdes em
isolados clinicos de
C. albicans.A
interacdo sinérgica
de eugenol e Anf B
foi avaliada, através
de experimentos em
tabuleiro de xadrez.

O eugenol é capaz de
atuar sinergicamente
com Amp
B em doses menos
toxicas, contra a C.
albicans bloqueando o
canal de Ca2+ .
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Saracino et al.
(2022)

Estudo
laboratorial In
vitro

O método de
difusdo em disco, foi
aplicado para avaliar

Cinamaldeido e
eugenol apresentaram
alta atividade

a atividade antimicética contra
fungistatica. O Candida spp. in vitro,
método em termos de
checkerboard foi propriedades
escolhido para fungistaticas e
avaliar um possivel fungicidas.
efeito sinérgico
desses compostos
guando misturados.
Carreadores lipidicos nanoestruturados (CLNSs):
Elmowafy et al. Revisao de visdo geral sobre a CLNs sao
(2021) literatura situacgdo atual da nanocarreadores

arte dos CLNs para
futuras pesquisas
clinicas através da
exposicao de suas
aplicacoes.

binarios formados pela
presenca de lipidios
solidos e lipideos
liguidos em uma Unica
mistura que permitem
a encapsulacéo de
isolados lipofilicos,
protegendo-os da
degradacéao e
melhorando sua
estabilidade e controle
de liberacéo.

Carreadores lipidicos nanoestruturados con

tendo EUG:

Garg e Sing
(2011)

Estudo In vivo

A atividade
antifangica in vivo
de nanoparticulas

lipidicas carregadas
de eugenol foi
avaliada usando um
modelo de
candidiase oral em
ratos
imunossuprimidos.

As nanoparticulas
lipidicas aumentaram,
significamente, a
eficacia terapéutica do
EUG.

Shajari et al.
(2022)

Estudo
laboratorial in
vitro

O método de UFC
foi aplicado para
avaliar a capacidade
dos CLNs com EUG
de inibir a taxa de
crescimento
bacteriano.

O maior efeito inibitorio
da em meios de
cultura foi observado
em cepas padréo e
selvagem de
Staphylococcus
aureus (43,42% e
26,41%,

respectivamente) com
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2. DESENVOLVIMENTO

Nanocarreador lipidico contendo eugenol para a higiene de proteses
dentarias e avaliacdo da eficacia contra biofilmes de candidas

Irisvaldo Lima Guedes'* Matheus Oliveira do Nascimento! Leandro de Sousa Dias!
Humberto Medeiros Barreto! Glauber Campos Vale! André Luis Menezes
Carvalhot

1Universidade Federal do Piaui (UFPI), Teresina, Piaui, Brasil

Resumo

Introducdo: O eugenol apresenta eficdcia comprovada, in vitro, contra biofilmes de candidas que tem
alta prevaléncia em usuérios de proteses dentérias. No entanto, € volatil, tem pouca solubilidade em
agua e toxicidade em doses maiores. A sua encapsulacado em carreadores lipidicos hanoestruturados
(CLNs) pode ser viavel para o desenvolvimento de novos sanitizantes para a higiene de pecas
protéticas, ja que esse sistema (CLNs) pretege o farmaco de degradacéo, melhora a sua solubilidade,
modula sua liberacdo e, portanto, pode manter sua atividade mesmo em doses menores. Objetivo:
Desenvolver uma dispersao sanitizante, para a higiene de préteses dentarias, através de carreadores
lipidicos nanoestruturados (CLNs) contendo eugenol e avaliar sua eficacia contra biofilmes de Candidas
albicans e glabata aderidos em corpos de prova de resina acrilica termopolimerizada. Metodologia: A
formulagdo foi preparada pelo método de ultra-sonicacdo e caracterizada quanto ao tamanho de
particula (TP), indice de polidispersidade (IPD), potencial zeta (PZ), eficiéncia de encapsulamento (EE),
morfologia em microscaépio de forga atdmica (MFA). Adicionalmente, a cinética de liberacéo foi realizada
com o uso de células de Franz. A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi determinada pelo método de
microdiluicdo em caldo e Atividade antiflgica foi avaliada a partir da aplicacdo de quatro grupos de
tratamento (formulagdo nanoestruturada contendo eugenol (FNE), Eugenol livre (EL), solu¢éo salina
(SS) e formulacdo sem o farmaco (FNB)), por oito horas, em biofilmes de candidas albicans e glabata
aderidos em trinta e dois Corpos de prova de resina acrilica de polimetilmetacrilato (PMMA).
Resultados: As nanoparticulas da FNE apresentaram tamanho por DLS de 199,5 + 2,55 nandmetros
(nm), alta homogeneidade (0,07 + 0,02) e EE (83,07 + 0,23), PZ negativo (-25,86 + 0,65) e forma
esférica. Além disso, obteve liberacao controlada (44,21%) por 24 horas. As CIMs do EL, para as
candidas albicans e glabata, foram de até 10 (64 pg/mL) e 8 (128 pg/mL) vezes (respectivamente)
maiores do que as CIMs da FNE (6 pg/mL e 16 pg/mL). Os biofilmes desses microorganismos, ambos
tiveram uma reducédo significativa apos a imersdo em FNE quando comparada aos demais grupos
testados (EL, FNB e SS (P<0,0001). Concluséo: A FNE obteve atividade fungicida contra as cepas
isoladas e reduziu significativamente os biofilmes de candidas e, portanto, apresenta um desempenho
promissor para a sanitizacdo de préteses dentérias e perspectiva de aplicagdo futura no mercado
odontoldgico.

Palavras-chave: Eugenol. Nanotecnologia. Biofilmes. Candida. Resinas acrilicas.
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1. INTRODUCAO

As espécies de Candidas sdo responsaveis por grande parte das infec¢cbes
fungicas em humanos [1]. As mais prevalentes e patogénicas sdo Candida albicans
(C.albicans) e Candida glabata (C. glabata), que pode desencadear infec¢cdes que
comprometem a saude dos individuos [2, 3]. O patégeno impacta negativamente nos
usuarios de proteses dentarias removiveis (PDR), pois apresenta facilidade de
aderéncia a superficie acrilica. Além disso, o fungo apresenta caracteristicas
polimérficas, as quais contribuem para surgimento de processos inflamatérios na
cavidade oral, como candidiase oral e estomatite protética [4, 5, 6].

A higienizacao de pecas protéticas € importante para a prevencao de doencas
fungicas orais. O método quimico-mecanico € o mais recomendado para limpeza e
desinfeccao de proteses [7]. As substancias quimicas mais utilizadas séo: Hipoclorito
de sodio (HS), digluconato de clorexidina (CHX) e perdxidos alcalinos (PA). No
entanto, o uso continuado das substancias, podem danificar as estruturas das
préteses, alterar suas propriedades quimicas e fisicas além de ter custo elevado [8, 9,
10, 1, 11].

Nesse contexto, a busca de novos e eficazes produtos naturais, que
apresentem atividade antibiofiime de candidas, estdo sendo cada vez mais
promissores [12]. Existe uma eficacia comprovada do eugenol, o principal componente
fendlico do dleo essencial de cravo (70-90%), contra cepas de candidas. No entanto,
é volatil e toxico em doses mais elevadas [13, 14].

Os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLNs) fazem parte de um sistema
farmacéutico binéario e tecnoldgico contituidos de lipidios sélidos e liquidos que permite
a retencdo de ativos lipofilicos, protegendo-os da degradagdo e melhorando sua
biodisponibilidade devido a sua capacidade de modulag&o da liberagéo [15, 16]. Com
a utilizacdo desse sistema isolados como o eugenol tornam-se ainda mais
promissores para o desenvolvimento de produtos como sanitizantes antifungicos [17].

Ainda néo foi desenvolvido nenhum nanocarreador lipidico com eugenol
encapsulado como alternativa viavel para a higienizacdo de PDRs. Portanto, o objetivo
do presente trabalho foi desenvolver uma dispersdo de carreador lipidico
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nanoestruturado contendo eugenol, caracteriza-la e avaliar sua atividade contra

biofilmes de candidas aderidos em um material acrilico de PDRs.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material
2.1.1 Produtos e substancias

Eugenol (Biodinamica, Ibipora, Brasil) Cera de carnauba (Lote: 0210701/2022)
Acido oléico(Synth, diadema, Brasil) Poloxamer 407® (ChemSpecs, S&o Paulo, Brasil)
Alcool metilico (Synth, Diadema, S&o Paulo, Brasil), Alcool etilico (Exodo cientifica,
Piracicaba, Brasil). Resina acrilica termopolimerizavel (Vipicril Plus incolor,
Florianopolis, Brasil), Agar Sabouraud Dextrose/Cloranfenicol (Becton Dickinson, East
Rutherford , Estados Unidos), extrato de levedura (Isofar, Duque de caxias, Brasil),
Dextrose Anidra (Dinamica, ldaiatuba, Brasil) peptona (Becton Dickinson, East
Rutherford , Estados Unidos), Cloreto de Sédio (Vetec, Duque de Caxias, Brasil) Brain

Heart Infusion ( Kasvi, séo josé dos pinhais, Brasil).

2.2 Desenho experimental:

Trata-se de um estudo laboratorial in vitro que foi aplicado um sistema
nanotecnolégico por meio de CLNs carregados de eugenol. A formulacdo foi
desenvolvida, caracterizada e testada para avaliar o seu potencial efeito antifingico
em biofilmes de duas candidas (C. albicans e C. glabata) aderidos em superficies de

corpos de prova de uma resina acrilica termopolimerizavel (RAT)

A amostra foi composta por 16 corpos de prova para cada tipo de candida
testada (32 no total). Estes foram polidos e esterelizados antes do experimento. A
qguantidade de corpos de prova utilizados no estudo foi determinado a partir de um
estudo piloto. O N igual ou superior a trés foi possivel observar um bom grau de

reprodutibilidade.

2.3 Obtencéo da formulacdo nanoestruturada contendo eugenol (FNE) e da
formulagédo nanoestruturada branca (FNB)

Foi utilizado o método de ultra-sonicacdo de homogeneizacdo de alto
cisalhamento [18]. A formulag&o foi composta por um lipidio sélido (cera de carnauba),
lipidio liquido (acido oléico), tensoativo (Poloxamer 407 em 5%) e o ativo (eugenol
99,8 %). Todos 0s componentes, exceto o eugenol, foram aquecidos em 95 °C (10 °C
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a cima do ponto de fusdo do lipidio sélido (85 °C) [18]. Em seguida, foram inseridos
em um unico becker de 25 mL e a homogeneizacao foi feita com o sonicador de
ponteira macro ultrassonica (Eco-sonics, Indaiatuba, Brasil) ajustado em poténcia de
70% por 10 minutos. O eugenol foi inserido ainda na fase oleosa. A FNB foi preparada

seguindo os mesmos parametros da FNE, mas sem a presencga do eugenol.

A formulagéo de escolha (Tabela I) foi determinada a partir de experimentos
prévios a partir da obtencédo do melhor Perfil de caracterizacao.

Tabela | - Concentracdes (%) dos componentes da formulacdo de escolha:

Componentes FNE (%) FNB (%)
Cera de carnauba 7 7
Acido oleico 3 3
Poloxamer 5% 89,7 90
Eugenol 0,3 -

Fonte: autoria propria

2.4 Caracterizacao da FNE
2.4.1 Tamanho da particula (TP), indice de polidispersidade (IPD) e Potencial zeta
(P2)

O TP e o IPD foram determinados pela técnica de espalhamento dinamico de
luz (DLS) e o PZ pelo espalhamento de luz eletroforética. As analises foram feitas pelo
0 uso do Zetasizer NanoZS90 (Malvern Panalytic cal, Gondomar, Portugal) em um
angulo fixo de 90° e comprimento de onda de 600 nanémetros.

As amostras foram diluidas na propor¢cédo de 1:500. Em seguida, 3 mL da
diluicdo foram inseridos em uma cubeta de 3 mL que foi acoplada no equipamento.
Em ambas caracterizacfes, as medidas foram realizadas em triplicata.

2.4.2 Eficiéncia de encapsulamento (EE) do eugenol
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Para determinar a EE do farmaco foi empregado o método utilizado por
Vijayakumar, 2016 [19] e Lopes, 2017 [20]. Para verificar quantidade de Eugenol livre
(EL) na formulacéo foi feita uma diluicdo prévia de 1:1 (750 pL da formulacdo para
750 pL de agua destilada) sobre um filtro de ultracentrifugacao (Millipore, Darmstadt,
Alemanha) acoplado em tubo falcon de 15 mL. Ap6s uma centrifugagcéo de 20 minutos
em poténcia de 5.000 rpm, 100 pL do filtrado foi diluido em 4 mL de CH3OH. Em
seguida, foi realizada a quantificacdo do EL em espectrofotdmetro UV-VIS (Shimadzu,
Kyoto, Japdo) em comprimento de 291,4 nm.

O eugenol total (ET) foi quantificado a partir duas diluicdes prévias da
formulacéo para alcancar o ponto médio da curva de calibracdo (30 pg/mL). Portanto,
340 pL foram diluidos em baldo de 5 mL em CH;OH (primeira diluicdo). A amostra foi
submetida a banho ultrassénico (Unique, Idaiatuba, Brasil) por 10 minutos. No final, a
amostra foi lavada para uma centrifulgacdo em 3.000 rotac&o por minuto (rpm) por 10
minutos. O teor (ET) foi determinado pela leitura da segunda diluicio em
espectrofotometro UV-VIS. A andlise foi realizada em tripicata. A quantidade do ativo
encapsulado foi obtida a partir da seguinte formula padréo [21]:

EE= (ET-EL) x 100 EE: Eficiéncia de encapsulacéo

ET: Eugenol total
ET

EL: Eugenol livre

2.4.3 Avaliacdo da morfologia por microscopio de forca atdmica (MFA)

As amostras com (FNE) e sem eugenol (FNB) foram preparadas depositando
um volume de 20 uL da nanoformulacao diluida de 1:100 (em agua ultrapura) na
superficie de mica previamente clivada em temperatura ambiente. Apds o tempo de
secagem (24 horas), a amostra foi lavada trés vezes com agua destilada e, finalmente
seca para analise em MFA, modelo TT-AFM (Workshop, Estados Unidos) em modo
vibratério (“Tapping mode”), com sondas de silicio (TAP300-G, Ted Pella) e frequéncia
de ressonancia de, aproximadamente, 240 kHz. As imagens (512 x 512 pixels) foram
analisadas usando o software Gwyddion 2.60 e o tamanho médio das nanoparticulas
foi expresso como a média * desvio padréo (DP).

2.4.4 Espectroscopia infravermelha transformada de fourier (FTIR-ATR)
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A espectroscopia na regido do infravermelho foi usada para avaliar a interacao
do isolado (eugenol) com a matriz do CLN. A andlise dos espectros (triplicatas) das
amostras, obtidos por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
com reflectancia total atenuada (ATR-FTIR), foram realizados com o espectrémetro
Agilent Cary 630 FTIR (Agilent Technologies Inc., USA) com um acessorio de ATR
(cristal de diamante, reflexdo Unica, placa superior e brago de pressdo) usando o
software Agilent MicroLab. O modo de medicdo foi em transmistancia, no
infravermelho médio (4000 — 650 cm -1). O numero de varreduras foi de 64, com
resolucdo de 2 cm -1. O modo de medigao foi em transmistancia, no infravermelho
médio (4000 — 650 cm -1). O nimero de varreduras foi de 64, com resolucao de 2 cm

-1. Foram avaliados todos os componentes de maneira isolada, a FNE e FNB.

2.4.5 Determinac¢éo do pH

O pH da FNE foi mensurado por potenciometria com uso do peagametro
(Simpla, Belo horizonte, Brasil). Foram utilizadas duas solu¢des tampéao de referéncia
para a calibracdo do equipamento (pH 4 e 7). Em seguida, 10 mL da disperséao foram
colocados em becker de 25 mL. A medicdo foi feita imergindo-se o eletrodo
diretamente na amostra. A analise foi feita em triplicata e os resultados foram

espressos em média e + DP.

2.5 Validacdo de método analitico para Quantificacdo do eugenol por
espectroscopia UV-VIS

Um método analitico de quantificacao das concentracfes de eugenol em CLN
foi desenvolvido e validado seguindo os parametros (seletividade, linearidade,
precisdo, exatidao, robustez e efeito matriz) descritos para a validacdo de métodos
analiticos para farmacos e medicamentos estabelecidos pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria [22].

A quantificacdo do eugenol, foi realizada partir da dissolugcéo de 0,025 g do
farmaco em 25 mL de alcool metilico (CH3OH), formando assim uma solucao de 1000
pg/mL. Todas as leituras foram realizadas em um espectrofotdmetro UV-Vis UV 1800.

As amostras foram lidas em comprimentos de onda variando de 200 a 400 nm,
usando o CH3OH como solvente. As varreduras foram registradas em 281,4 nm (A).
Para a curva de calibragdo, Preparou-se diversas soluc¢des de eugenol (15 pg/mL, 20
Mg/mL, 25 ug/mL, 30 ug/mL, 35 pg/mL e 40 pg/mL).
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2.6 Estabilidade termodinamica

As amostras (FNE e FB) foram preparadas e colocadas em frascos de vidro
com tampa vedada. Em seguida, foram armazenadas a temperaturas ambiente, 28 °C
+ 2 °C e baixa, 5 C £ 2 °C em estufa BOD e geladeira, respectivamente, por trés
meses. Para determinar a estabilidade das formulacbes os parametros de TP, IPD,
PZ e EE foram analisadas em tempos de zero, 45 e 90 dias [23]. Os resultados foram

expressos como média e + DP.

2.7 Cinética de liberacéo in vitro
2.7.1 Modelo do experimento
A liberacéo de eugenol encapsulado na FNE foi investigada através do método
convencional por uso de células de difuséo tipo Franz, com eficacia area de difusdo

de 1,15 cm? e duracao de 24 horas.

2.7.2 Preparo do meio receptor e determinacao da curva de calibracéao

Solucao tampao fosfato e &lcool etilico (propor¢éo de 8:2 em 500 mL (pH 7,4))
foram utilizados para o preparo do meio de receptor [24]. Uma solucao foi preparada
na concentracdo de 1000 pg/mL. Em seguida, cinco concentracdes de eugenol (15
pMg/mL, 20 ug/mL, 25 ug/mL, 30 pg/mL, 35 ug/mL e 40 uyg/mL) foram analisadas quanto
o nivel de absorbancia do eugenol por espectroscopia UV-VIS no comprimento de

291,4 nm. Todas as amostras foram feitas em triplicata.

2.7.3 Execucdo da cinética de liberacao

A membrana de didlise (Spectra/Por®Membrana de Dialise, MWCO 3500,
Spectrum Laboratories Inc., EUA) foi utilizada para separar o compartimento doador
do compartimento receptor e foram equilibradas, no meio receptor, por 24 horas antes

do experimento.

Foram preparados dois grupos: solucdes teste (FNE (0,5 g))e solucédo de
eugenol livre (0,5 g). No total, seis células de franz foram preparadas contendo 14 mL
do meio receptor para a andlise em triplicata. As solu¢des foram inseridas nos seus
respectivos compartimentos doadores. A temperatura do meio de liberagdo foi
controlada a 37 £ 0,5°C em banho maria e a velocidade de agitacdo magnética
(SPLabor, Séao Paulo, Brasil) foi de 300 rpm.
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Em tempos de 0, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6h, 8 h, 10 h, e 24 h foram coletados 3
mL do meio de liberagdo de cada célula. As amostras foram inseridas em tubos de
ensaios e o meio receptor fresco foi reabastecido. O contetdo do eugenol liberado foi
quantificado a partir da leitura das amostras no espectrofotbmetro UV-VIS em
comprimento de onda de 291,4 nm por primeira derivada. O experimento foi realizado
em triplicata.

Os dados de liberacdo in vitro foram ajustados a diferentes modelos
matematicos, como ordem zero, primeira ordem, Higuchi e Korsmeyer-Peppas. Para
isso, foi utilizado o software DDsolver, que fornece uma série de critérios estatisticos
para avaliar a qualidade do ajuste aos modelos, como o coeficiente de determingéo
(R2), o critério de Akaike (CIA) e o critério de sele¢cdo do modelo (CSM).

2.8 Ensaio da membrana corio-alantoide (HET-CAM)

Para o teste de irritabilidade foi seguido os parametros estabelecidos por Jounal
Officiel de la Replublique francaise (1996) [25], com modificagdo dos ovos
embrionérios. Os ovos recém fertilizados de galinha canela preta foram adquiridos de
uma fazenda local (Teresina-Piaui, Brasil), com peso de 50-60g. Foram incubados
em incubadora com temperatura de 35 °C + 0,5 °C e umidade relativa de 60% por 10
dias. A casca foi removida ao redor da camara de ar evidenciando uma membrana
externa. Esta foi removida expondo a membrana corio-alantoide. As substancias
testes (controle positivo (hidroxido de sédio 0,1 mol (NaOH), controle negativo
(solucao salina 0,9% (SS)) e a FNE foram aplicadas sobre o vasculado. Foi observado
em 20 segundos, 2 e 5 minutos, a presenca ou ndo de hemorragia, congestao e/ou
coagulacao/opacidade. O teste foi feito em quadruplicata.

A analise da presenca ou auséncia das alteracdes foi feita visualmente pelo
pesquisador. Aplicou-se uma nota, para cada ovo avaliado, de acordo com o tempo
de exposicao das substancias testadas sobre o vasculado (tabela Il) [26]. A média das
notas da quadruplicata foi atribuida ao grau de irritabilidade do produto em
pele/mucosa seguindo os valores padrdes estabelecidos pela Jounal Officiel de la
Replublique francaise (1996) [25] (Tabela III).

Tabela Il - Notas para a presenca das alteragdes na membrana de acordo com o

tempo de exposi¢ao do produto:
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Fendmenos < 20 20 2

Segundos segundos <t minutos < t
< 2 minutos < 5 minutos
Congestéao 5 3 1
Hemorragia 7 5 3
Coagulacao 9 7 5

Fonte: Jounal Officiel de la Replublique francaise (1996).

Tabela Il - Classificacdo do grau de irritabilidade:

Graduacéo das lesdes Classificacao
0,0a0,9 N&o irritante
1,0a4)9 Irritante leve
50a8,9 Irritante moderado
90azl Irritante Severo

Fonte: Jounal Officiel de la Replublique francaise (1996).

2.9 Atividade antifungica da FNE

2.9.1 Cepas isoladas de candidas

2.9.1.1 Determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) e determinacédo da
concentragdo fungicida minima (CFM)

Os micro-organismos utilizados fazem parte do acervo microbiolégico do
Laboratorio de Pesquisa em Microbiologia da Universidade Federal do Piaui, onde
sdo mantidos em meio de cultura soélido Agar Sabouraud Dextrose/Cloranfenicol
Neogen a 8 °C. As linhagens padrdes C. albicans ATCC 10231 e C. glabrata ATCC
2001 foram utilizadas para avaliagdo de atividade antimicrobiana intrinseca das
substéncias testes. Todos 0s micro-organismos, 24 horas antes dos experimentos,
foram semeados e incubados em estufa a 37 °C em meio de cultura Brain Heart
Infusion (BHI) a 3%, cada cultura microbiana foi diluida em solucdo salina (0,85%)
com densidade Optica ajustada equivalente a 0,5 na escala Mac Farland utilizando

espectrofotometro K37-VIS Kasuvi.
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A atividade antimicrobiana intrinseca foi avaliada pelo método de microdilui¢éo
em caldo de acordo com Leal, 2019 [27]. Foram acrescentados em tubos Eppendorf®
100 pL de inéculo fungico suspenso em solugéo salina e 900 yL de meio de cultura
BHI (10%). Em seguida, 100 yL dessas solugdes foram transferidas para os pogos em
uma placa de 96 pogos, seguidas pela adicdo de 100 yL da solugdo dos compostos
testes em concentragdes que variaram de 512 a 0,5 pg/mL (1:1) por diluicdo seriada.
As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. As CIMs foram definidas como a
menor concentragcdo, variando de 512 pg/mL a 0,5 pg/mL, capaz de inibir o
crescimento microbiano. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas, os
resultados dos ensaios foram expressos em meédia geométrica.

A determinacdo da CFM foi realizada de acordo com Leal, 2019 [27], com
adaptacdes. Aliquotas de 5 pL das diluicbes testadas por microdiluicdo foram
inoculadas no meio Agar Sabouraud Dextrose/Cloranfenicol, seguido de incubacéo a
37°C por 24 h. Apos este periodo as placas foram examinadas para verificagdo de
presenca ou auséncia de crescimento microbiano. A CFM foi definida como a menor
concentracdo da substancia teste na qual ndo € observado crescimento microbiana.
Todos os experimentos foram realizados em triplicatas, os resultados dos ensaios

foram expressos em média geométrica.
2.9.2 Biofilmes pré-formados de candidas

2.9.2.1 Confeccédo e randomizacao dos corpos de prova

Inicialmente, foi confeccionado um modelo base com resina acrilicas
autopolimerizavel. os corpos de prova foram confecionado com 2 mm de espessura e
12 mm de didmetro em formato circular com o uso de uma resina acrilica
termopolimerizavel de polimetilmetacrilato (PMMA). O acabamento foi feito em politriz
com adaptacéo de discos de lixa abrasivos (Sait, Guarulhos, Brasil)(numeracao de
600 e 1200). O polimento foi realizado com o uso de polidores de acrilico (pontas

abrasivas marron, verde e amarela (Exa-Technique, S&o Paulo, Brasil)).

A randomizacéo simples foi utilizada para alocar os corpos de prova seus
respectivos grupos preestabelecidos. os corpos de prova foram inseridos em pogos
de placas de acrilico pré-enumeradas na sequéncia de 01 a 32. Em seguida, um
gerador de numeros aleatorios online (appsorteos) foi usado para dividir
aleatoriamente o numero total dos discos em 4 grupos.
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2.9.2.2 Determinacao dos grupos de tratamento

Foram empregados quatro grupos de comparacdo para a avaliacdo da
atividade antibiofilme de C.albicans e C. glabata em em 32 corpos de prova. A diviséo
das amostras, quanto a aplicacdo dos grupos de tratamento, esta descrita na Tabela
V.

Tabela IV - Divisédo dos corpos de prova para a aplicacéo dos grupos de tratamento:

Quantidade de corpos de prova

Tratamentos Grupos
C. albicns C. glabata
Intervengéo FNE
04 04
Intervencéo sem
FNB
o Ativo 04 04
Controle Positivo EL 0,3%
04 04
Controle negativo Solugao salina
g 0,9% (SS) 04 04
Total 4 32

Fonte: Autoria prépria.

2.9.2.3 Metodologia da formacédo do biofilme e aplicacdo dos tratamentos
2.9.2.3.1 Cepas e condi¢cBes de crescimento
Foram empregadas linhagens padréao de C. albicans ATCC 10231 e C. glabrata
ATCC 2001. Para a reativacdo e manutencdo das cepas foram utilizados o Agar
Sabouraud Dextrose — ASD com Cloranfenicol (Difco Laboratories). Para crescimento
do biofilme foi utilizado 30 mL de caldo Yeast Peptone Dextrose (“YPD”; extrato de
levedura 10g/L; dextrose 20g/L; peptona 20 g/L). Todos os meios foram preparados

seguindo as descri¢es dos fabricantes.

2.9.2.3.2 Formacéo do biofilme propriamente dito

Para a formacao do biofilme, células leveduriformes foram semeadas em ASD
(Difco Laboratories) e inoculadas em tubos Falcon contendo 30 mL de caldo (YPD).
Foram incubadas em uma temperatura de 37°C durante 18 horas em estufa BOD. Em
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seguida, parte da suspenséo foi inserida em outro tubo Falcon com meio YPD estéril
para reajustar a concentragdo celular em 108 células/mL, de acordo com a densidade
optica (DO) de 2,0 na escala McFarland.

2.9.2.3.3 Fase de adeséao e aplicacdo dos tratamentos

Na avaliagéo da fase de adesao, 0,5 mL da suspenséo celular padronizada foi
transferida para uma placa de 24 pocos contendo um corpo de prova de resina acrilica
no fundo de cada poco. A adeséo inicial foi feita através da incubacédo da placa na
estufa por 6 horas em uma temperatura de 37° C. Ap0s esse periodo, a suspensao
contamidada foi removida e nova aliquota de 0,5 mL do meio YPD foi adicionada para
cada poco que permaneceu por mais 18 horas nas mesmas condi¢cées anteriores.
Apos esse periodo e meio foi novamente removido e acrescentado, em cada poco,
0,5 mL de cada um dos tratamentos. Em seguida, a placa foi incubada a 37° C por 8
horas.

2.9.2.3.4 Atividade contra biofilmes de Candidas

Para avaliar a atividade antifungica dos tratamentos, os corpos de prova, apés
24 horas de desenvolvimento do biofilme, foram transferidos para uma nova placa
com pocos contendo 0,5 mL de solucéo salina. O biofilme foi removido para a solugéo
por meio de pipetagem rigorosa. Cerca de 500 pL da suspenséo obtida foi transferida
para eppendorfs estéreis. A partir dessa suspensao, 100 uL foram utilizados para fazer
a diluicéo seriada (10* a 107). Cada uma das diluicGes plagueadas foi feita em agar
ASD em quadruplicata, as quais foram incubadas por 48 horas a 37° C para posterior

contagem das unidades formadores de colonias (UFC).

2.10 Andlise estatistica:

Os pressupostos de igualdade de variancia e distribuicdo normal de erros
foram verificados para todas as variaveis de respostas testadas. Os dados de UFC
originais foram transformados em logaritmos na base 10. O software Graphpad prism
9,02 program (Graphpad, La Jolla, Ca, USA) foi usado para analise estatistica. Foi
feito o teste SHAPIRO-WIK pra avaliar a distribuicdo de normalidade dos dados. Por
apresentar distribuicdo normal o teste ANOVA, seguindo do teste de Tukey foi

aplicado para comparar as variaveis transformadas. O nivel de significancia foi de 5%.
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3. RESULTADOS

3.1 Obtencao da FNE e FNB

As Dispersoes de CLN apresentaram coloracéo branca, opacas e auséncia de

precipitado ou particula aparente. A Figura | apresenta a obtencdo das formulacdes

nanoestruturadas (FNB e FNE) apos o periodo de esfriamento.

Figura I: Obtencdo das formulagdes nanoestruturadas:

3.2 Caracterizacdo da FNE

3.21 TP, IPD, PZ e EE

Fonte: autoria propria

As nanoparticulas da FNE e da FNB apresentaram tamanho nanométrico, alta

homogeneidade e EE e PZ negativo (Tabela V). Nao houveram alteracoes

significativas dos parametros na presenca do farmaco na formulacéo (P>0,05).

Tabela V - Caracterizacao fisico-quimica das formulacdes (FNE e FNB):

Parametros . FNE . FNB
Média = DP Média + DP
TP (nm) 199,5+ 2,55 198,16 + 3,70
IPD 0,07 £ 0,02 0,09 £ 0,04
Pz (mV) - 25,86 + 0,65 -24,33+ 0,23
EE (%) 83.07 +0,23 -

Fonte: autoria prépria

Legenda: mV: milivolt
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3.2.2 Determinacao da Morfologia por MFA

Na Figura Il, pode-se observar nanoparticulas por Microscopia de Forca
Atdmica (MFA). As imagens revelam nanoparticulas esféricas, nas duas amostras
analisadas, de acordo com o perfil extraido. Na figura lll, € possivel observar a imagem
de fase da FNE, demonstrando a presenga de materiais diferentes, que representam,
provavelmente, o eugenol e a matriz. A média de tamanho para a FNB foi igual a 21,04
+ 7,92 nm, para a FNE foi 13,91 = 2,79 nm (Figura IV).

Figura ll-imagens de MFA.

b 66 nm

0nm

Legenda: pV- microvolt; Imagens de topografia em 3D (A e C) e imagens de amplitude em 2D (B e D).
FNB (A e B); FNE (C e D). Escala = 2 pm (micrémetro).
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Figura Ill-imagens da FNE. A direita, imagem de amplitude (10 x 10 pm) e, no
detalhe a esquerda, imagem de fase (6 x 6 um). Escala = 2 pm.

Legenda: pV- microvolt

Figura IV-Grafico de tamanho das nanopatrticulas a partir da analise de MFA.
40-

Tamanho (nm)
(=] L)
T T

-
=
1

FNB FNE

Carreadores lipidicos nanoestruturados

Legenda: *p<0,0001 apds teste de Mann-Whitney.

3.2.3 FTIR-ATR

A espectroscopia FT-IR mostra-se promissora em sua capacidade de detectar
conformacdes das moléculas lipidicas em suas matrizes. Os espectros de FT-IR de
eugenol, cera de carnauba, acido oleico, polaxamer 407, FNE e FNB sdo mostrados
na Figura V. Os espectros de FT-IR (Figura V(eugenol, FNB e FNE) mostraram uma

banda na regido de 1464-1500 cm™ que indicam pico médio relacionado a um
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estiramento (C — H). Isso pode ser justificado pela separagédo da hidroxila (OH) da
estrutura do lipidio liquido e a quebra do anel aroméatico (Carbonos livres) da molécula
do eugenol proporcionando uma interagao das substancias. Uma banda em 2912 cm-
1 caracteristico de um estiramento (C — H) com reducéo de dois picos a partir da
presenca do eugenol na FNE. Com aquebra do anel aromético presente na estrutura
molecular do lipidio sélido pode haver a formagéo de CH2 ((Figura V (f) no ponto 2912
cm-1). O eugenol pode ter provocado a perda de hidrogénio (H) formando a reducéo
do alongamento em questdo.Na banda entre 1600 a 1470 representa regides

vibratérias oriundas do anél aromatico presente na estrutura molecular do eugenol.

Figura V-Gréfico em FT-IR:
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Legenda: OH: hidroxila oriunda de &cido carboxilico; C-H: estiramento formado por carbono e
hidrogénio; C=0: éster carbonila; C=C: representacdo de um anél aroméatico formado por carbonos;
CO: Monéxido de carbono.

3.2.4 Determinacao do pH
Apos a imersao do eletrodo na formulagéo teste (FNE) o pH obteve o valor em
meédia e DP de 4,70 + 0,01 semelhante ao pH normal da pele. Os valores da triplicata

estao descritos na Tabela VI.

Tabela VI- Valores de pH da FNE por triplicata:

Amostra 1l Amostra 2 Amostra 3 Média e DP
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Valores
mensurados 4,70 4,69 4,71 4,70+0,01

Fonte: autoria propria

3.3 Validacdo de método analitico para Quantificacdo do eugenol por
espectroscopia UV-VIS

Foi observado que a maior absorbancia de eugenou atingiu-se quando o feixe
de luz se encontrava em 291,4 nm (A) (Figura VI (A)). Uma possivel interferéncia foi
observada na leitura do eugenol, pois mostrou um pico na leitura semelhante ao da
FNB (Figura "VI (A)). Como observado na Figura VI (B), foi feita a derivagéo
espectrofotométrica (AA, 12 ordem), no intuito de eliminar os interferentes da
formulacéo e melhorar as andlises de quantificacdo. O método foi capaz de quantificar
o farmaco sem interferéncia dos constituintes da formulacéo na faixa de UV A = 291 4
nm.

A Tabela VIl apresenta os resultados da validagdo do método analitico. O limite
de deteccéo (LD) e o limite de quantificagdo (LQ) apresentaram valores inferiores as
de 3 ug x mL™ o que comprova a sensibilidade do método em quantificar e detectar
o eugenol sem alterar os fatores intricecos do equipamento. O método foi considerado
robusto em relacdo ao uso de solventes de fabricantes distintos, sem diferencas
significativas na preparacédo da amostra (p > 0,05) (Tabela VIII).

Figura VI - Seletividade da validagdo do método analitico:
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Legenda: A: absorvancia (nm) do eugenol e FNE (30 ug mL ~1) em ordem zero; B: absorvancia (nm)
do eugenol e FNE (30 pg mL ~) em primeira ordem.

Tabela VIl - Parametros Obtidos na Primeira Derivada Espectral na Validagéo do
Método Analitico para Quantificacdo do eugenol:

Parametros Resultados CVv
experimentais (%)
A (nm) Equacéo da R LD/LQ -
regressao (Mg x mL™)
Linearidade linear
2914 y = 0,0026x - 0,9964 0,5918 -
0,0113 0,8967
Preciséo Concentracéo
Média (ug/mL)
+ DP
Repetibilidade* 31,13 £ 0,46 1,49
Intermediaria* A1D1 31,13+ 0,46 1,48
A1D2 31,06 + 0,56 1,83
A2D1 30,81+ 0,85 2,75
A2D2 31,00 + 0,90 2,92
Concentracdo Recuperacéo
média (ug/mL) (%)
+ DP
Exatidao*
24 pug/mL 25,12 + 0,034 104,91 3,95
30 pg/mL 29,53 + 0,053 97,40 3,59
36 pg/mL 35,59 +0,134 98,06 0,72
Parametros Concentracéo
Média (ug/mL)
Robustez* + DP
A 30,80 + 0,43 1,42
Marca do solvente
B 29,77 £ 0,37 5,02
Velocidade de Lenta 30,16 £ 1,51 0,96
varredura Répida 30,16 + 0,37 1,25
Comprimentos de 291,4 nm 30,42 + 0,21 0,72
onda 289,6 nm 30,97 + 0,29 1,00
Pontos da curva Concentracao
(ng/mL) meédia (ug/mL)
+ DP
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Efeito matriz* 6,32+ 0

15

20 -2.29+ 2,64
25 545+1,81
30 2,48 +£ 0,86
35 7,53+2,61
40 6,36 + 1,61

Legenda: LD: limite de deteccédo, LQ: Limite de quantificacdo, DP: desvio padrdo, R: Coeficiente e
correlacdo, CV: Coeficiente de variagdo, A1D1: Analista 1 do dia 1, A1D2: Analista 1 do dia 2, A2D1:
Analista 2 do dia 1, A2D2: Analista 2 do dia 2; * p > 0,05 — ANOVA, poés-teste de Tukey.

3.4 Estabilidade termodinamica

A distribuicdo (média e DP) do TP, PZ, IPD e a EE, ap0s armazenamento em
28 + 2 °C por 90 dias da FNE foi de 202,22 + 1,35 nm, -24,33 £ 0,23 mV, 0,12 + 0,02
e 82,65 + 0,28 %, respectivamente. Ja a FNE mantida em geladeira (- 5 + 2 °C) obteve
os valores dos parametros em 203,53 + 4,50 nm, -25,83 = 0,65 mV, 0,10 + 0,01 e
83,34 £ 0,26 %. Nao houve alteracdo significativa dos parametros (P > 0,05) com a
mudanca de temperatura quando comparado aos valores basais (Tempo zero)
(Figuras VIl (A, B, C e D)). O TP da FNE em - 5 + 2 °C aumentou significamente (P <
0,05) do tempo zero para o de 45 e 90 dias (Figura VII (A)). O IPD da FNE mantida
em 28 £ 2 °C apresentou aumento signific significativo (P < 0,05) em relagcéo ao tempo

zero para o de 45 dias (Figura VII (B).

Figura VIl - Estabilidade das formula¢des usando os parametros: TP, IPD, PZ e EE
por 90 dias em temperaturas de 5 °C e 28 °C:
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Legenda: (A): ANOVA, seguido de Tukey; *:P < 0.05; (B): ANOVA, seguido de Tukey; *:P < 0.05; (C):
ANOVA, seguido de Tukey: p = 0,05; (D): ANOVA, seguido de Tukey: p = 0,05.

3.5 Cinética de liberacédo do eugenol in vitro

As quantidades liberadas acumuladas (24 horas) da FNE e da solucdo de
eugenol livre foram de 44,21% e 61,11%, respectivamente (Tabela %). A FNE
apresentou pefil de liberagcdo controlada durante todo o perfil cinético. As
concentracodes liberadas de eugenol foram significamente maiores (P<0,05) em todos
0s pontos de coleta da solugdo de eugenol livre quando comparadas as
concentragoes liberadas da FNE (Figura VIII).

Figura VIlI-Perfil de liberacao in vitro do eugenol encapsulado em CLN e livre:
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Legenda: *P<0,05 apoés teste Anova two-way

Para a andlise dos resultados da cinética de liberacao in vitro, a média do R2
foi utilizado como deciséo critério na escolha do melhor modelo. Os que mais se
adequaram foram o Korsmeyer-Peppas, para a FNE (R2=0,9989) e primeira ordem,
para a solugcéo de eugenol livre (R2=0,9687). No modelo peppas da FNE, o expoente
de liberacéo (n) foi de 0,6488 (Tabela VII).

Tabela VIII- Valores dos parametros matematicos para cada modelo avaliado:

Parametros matematicos

(Média)
Solugdes Modelos K R2 CIA CSM Valorde N
Ordem zero 1,386 0,9969 3,2221  4,6017 -
FNE Primeira ordem 0,021 0,9985 0,2265 5,6002 -
Korsmeyer- 5,72 0,9989 -0,7965 59412  0,6488
Peppas
Higuchi 8,530 0,9469 9,7046  2,44009 - -
Ordem zero 2,399 0,9447 2,1795 3,1059 -
Eugenol livie  Primeira ordem 0,055 0,9687 1,0650 3,4774 -
Korsmeyer- 0,037 09629  1,4550  3,3474  0,2479
Peppas
Higuchi 23,08 05549 12,4837  0,1429 -
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3.6 HET-CAM

A FNE néo provocou nenhuma alteracdo (congestao, hemorragia e coagulo) no

vasculhado dos quatro ovos testes. Apresentou-se como substancia nao irritavel

(score 0,0) para pele/mucosas pelo método HET-CAM (Quadro I).

Quadro I: Andlise do grau de irritabilidade pelo método HET-CAM:

Solucdes

Média e Classificacao

Controle negativo (Solugéo salina)

0,0 Nao Irritavel

Controle positivo (Hidroxido de sédio)

12,0 Irritante Severo

Formulacao teste (FNE)

0,0 Nao Irritante

Fonte: autoria propria.

3.7Anélise microbioldgica da CIM e da CFM

As CIMs do eugenol contra as cepas de C. albicans e C. glabata foram de 64 e

128 pg/mL, respectivamente. A FNE reduziu os valores das CIMs em 10 e 8 vezes (6

e 16 ug/mL, respectivamente). Além disso, as CFMs foram iguais aos valores de CIMs

para ambas as candidas de ambas as solu¢cdes. A FNB ndo apresentou atividade

antifingica, para as duas sepas, mesmo na presenca da maior concentracdo

testada(1024 pg/mL). J& a FNE obteve acéo fungicida, paras as duas sepas testes

nos valores de CIMs (Tabela 1X).

Tabela VIl - Efeito inibitério das Formulac6es nanoestruturadas (FNE e FNB) e do

eugenol contra cepas de candidas:

(ng/mL)

Formulacdes Candidas

Efeito

CFM CFM/CIM Lo
inibitdrio

C. albicans ATCC
10231

C. glabrata ATCC
2001

FNB

Sem atividade

21024

Sem atividade

21024
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C. albicans ATCC Fungicida

Eugenol 10231 64 64 1:1
C. glabrata ATCC . Fungicida
2001 128 128 1:1
C. albicans ATCC ) Fungicida
10231 6 6 1:1
FNE -
C. glabrata ATCC 16 16 11 Fungicida
2001 '

Fonte: autoria prépria

3.8 Atividade antifungica da FNE em biofilmes de candidas

A anadlise quantitativa de biofilme por contagem de células viaveis (UFC)
revelaram que a FNE apresentou a maior atividade antimicrobiana, com redugéo
significante dos biofilmes em compara¢do com os demais grupos (p < 0,0001) (Figura
X (1 e 2)). O EL, mesmo na mesma concentracdo da FNE (0,3%), obteve desempenho
inferior contra os biofilmes de C.albicans e C. glabata (p < 0,0001). A FNB e a SS nao
apresentaram diferenca significativa entre si na reducao dos biofilmes (p > 0,999)
(Figura X+ (1 e 2)).

Figura IX - Atividade das solucdes testes sobre biofilmes de C. albicans e C. glabata:

1 2
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Legenda: (1) One-way ANOVA e teste Tukey: FNE vs. FNB (P<0,0001); FNE vs. SS(P<0,0001); FNE
vs. EL (P<0,0001); FNB vs. SS (P>0,999) FNB vs. EL (P<0,0001); EL vs. SS (P<0,0001).

Legenda: (2) One-way ANOVA e teste Tukey: FNE vs. FNB (P<0,0001); FNE vs. SS(P<0,0001); FNE
vs. EL (P<0,0001); FNB vs. SS (P>0,6888) FNB vs. EL (P<0,0001); EL vs. SS (P<0,0001).

4. DISCUSSAO

4.1 Sistema nanotecnoldgico aplicado (CLN) e componentes da FNE
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O presente estudo desenvolveu e caracterizou uma dispersdo de CLN
contendo eugenol para a higiene de préteses dentérias. A escolha do isolado foi
determinada por sua capacidade fungicida contra fungos do género candida [28, 29,
30]. No entanto, o eugenol apresenta caracteristicas que desfavorecem seu uso nas
industrias farmacéuticas como, toxicidade em grandes concentragfes, volatil e baixa
estabilidade termodinamica [31, 21, 32, 33]. Os nanocarreadores lipidicos apresentam
vantagens como, biocompatibilidade, proteje farmacos de degradacdo, aumenta a
atividade terapéutica de medicamentos hidrofilicos e lipofilicos mesmo em
concentracdes baixas de maneira controlada ou direcionada [34, 35, 36]. Portanto, o
uso do sistema nanotecnoldgico foi aplicado no intuito de neutralizar as desvantagens
do eugenol e tornar viavel a sua aplicacao.

Os lipidios de escolha foram a cera de carnauba (sélido) e o acido oleico
(liquido) e o surfactante, polaxamer 407. S&o componentes fisioldgicos,
biodegradaveis e biocompativeis, que podem incorporar drogas lipofilicas e
hidrofilicas dentro da matriz lipidica [37]. O lipidio sélido é a fase dispersa e se
caracteriza por sua alta estabilidade contra processos de oxidacdo [38, 39], o
surfactante atua como um emulsificante [36] e o Lipidio liquido atua na imperfeicéo da
matriz que promove maior encapsulamento de farmacos [40].

A concentragédo do polaxamer usada na formulacdo 407 foi de 5%. Estudos
revelam que porcentagens entre 0,5 e 5% de sufactante aumentam a estabilidade da
formulacdo além de ser consideravelmente seguro (GRAS) (que ndo poderiam
produzir efeitos toxicos significativos na concentracdo utilizada) [41, 42, 43]. Ja os
lipidios foram apresentados na proporcéo 70:30, na qual é considerada preferivel para
a mistura. No entanto, dependendo dos atributos da formulacdo, a proporcao pode

variar [44].

4.2 Caracterizacdo da FNE
4.2.1TP

As nanoparticulas da FNE apresentaram tamanhos nanométricos (199,5 + 2,55
(andlise no zetasizer (Tabela V)) e (13,91 £ 2,79 em MFA (Figura 1V)). As particulas
se tornam nanoparticulas quando seu tamanho se enquadra na escala nanométrica
na 1 a nm a 1000 nm. A principal vantagem € que as propriedades fisico-quimicas e

funcionais melhoram quando se passa para a nanodimenséo [45]. A reducéo do
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didmetro meédio pode promover e estabilidade e biodisponibilidade das nanoparticulas
lipidicas [39].

Notavelmente houve uma reducdo do tamanho das particulas na leitura em
MFA quando comparada a em zetasizer. Isso € justificado pela diferenca da analise
dos métodos e o0s seus graus de precisdo. A técnica em zetasizer medem o
espalhamento dinamico da luz que é utilizado para calcular o didametro médio e ndo
tamanho das particulas, [46, 47]. Ja a MFA avalia em trés dimenc¢des informacdes em
tempo real dos sistemas lipidicos, com resolucdo proxima de um nm [48, 49] e por

isso apresenta uma analise nanométrica mais fiel das nanoparticulas.

4.2.2 IPD

O IPD se refere ao grau de ndo uniformidade de uma distribuicdo de tamanho
de particulas [50]. O valor (em numeros) do IPD varia de 0,0 (para uma amostra
perfeitamente homogénia em relagdo ao tamanho de particula) a 1,0 (para uma
amostra altamente heterogénea com multiplas popula¢cdes de tamanho de particula).
Valores menores ou iguais a 0,2 geralmente sdo mais aceitaveis para a otimizacao
de nanoparticulas contendo polimeros. Segundo Tamjidi, 2013 [49], valores acima de
0,5 indicam distribuicao granulométrica muito ampla, caracterizando alta instabilidade.
O presente estudo obteve particulas nanométricas com alta monodisperséo (0,07 +

0,02 (Tabela 5)), na qual indica 6tima estabilidade fisica.

423 PZ

Os valores de ZP entre -30 e +30 mV sé&o considerados ideais para dispersdes
coloidais para manter uma boa estabilidade [51, 52]. O sistema torna-se a suscetivel
a desestabilizacdo quando apresenta valores entre 5 e + 30 mV [53, 54].0s resultados
do presente estudo apresentaram PZ negativo em - 25,86 + 0,65 (Tabela V). Mesmo
com valores a baixo da média, a dispercdo se manteve estavel em todo o periodo
avaliado (Figura VIl (C)). Isso pode ser explicado pela presenca do estabilizador
estérico Poloxamer 407.

Sufactantes como o poloxamer, ao serem adsorvido na superficie, resulta na
mudanca no plano de cisalhamento da particula [55]. A sua cadeia polimérica promove
uma repulsdo das particulas (forca etropica) no que possibilita uma distancia

consideravel entre elas. Com isso a for¢a de Van der Waals torna-se fraca para para
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promover a agregacédo das particulas [56, 57]. Embora PZ forneca informacdes sobre
as forcas repulsivas eletrostéticas, ele ndo fornece nenhuma visdo sobre as forgas
atrativas de van der Waals. Portanto, formulacdes como a FNE, desenvolvida nesse
estudo, pode apresentar Otima estabilidade mesmo com PZ abaixo do valor

consideravel.

4.2.4 EE

A EE do atual trabalho foi 83.07 £ 0,23 % (Tabela V). Esse alto teor de
encapsulacdo pode ser justificado pela presenca do lipidio liquido na formulacéo, pois
possibilita a formacgédo imperfeita da matriz lipidica e, consequentemente, potencializar
0 maior aprisionamento do farmacco [40].

O eugenol apresenta alta solubilidade na fase oleosa e isso também pode ser
um fator influente para a melhor EE [58]. Estudos afirmam que substancias ativas
com alta solubilidade lipidica apresentam EE relativamente elevado, acima de 80%
[59].

4.2.5 Morfologia

A analise morfolégica em MFA apresentou nanoparticulas esféricas. De acordo
com a literatura particulas esférica promovem maior potencial para liberacao
controlada e protecdo contra degradacdo dos farmacos. Além disso, permitem a
reducdo da quantidade tensoativos sem perder a estabilidade, devido a minimizacao

da &rea de superficie especifica [60, 39].

4.2.6 FTIR-ATR

Os espectros de FT-IR de lipidios sdlido e liquido na FNE mostraram uma
banda ampla e nenhum pico, respectivamente na faixa de 1200-1350 cm-1 (Figura
V). Isso se associa a reducédo da cristalinidade da cera apds adicdo do acido oléico.
Por isso, apresentam particulas menores e alto encapsulamento [61, 17].

O pico presente na cera de carniba no nimero de onda 1740-1750 cm-1, se
refere ao éster carbonila (C=0) que também se apresenta em FNB e FNE.
Formulacdes que apresentam esse tipo de caracteristica, oriundo de C=0, tendem a
reduzir a sazonalidade que representa a presenca de estabilidade da formulagao. Isso

pode ser garantido pela pela presenca do lipidio sélido utilizado [62, 63].
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4.2.7 pH

O pH “normal” da superficie da pele (SC) da maioria das partes do corpo é
acido e esta na faixa de pH 4,1-5,8 [64]. A FNE apresentou ser segura para o0 seu
contato em pele (pH de 4,70 + 0,008 (Tabela VI)). O teste alternativo, HET-CAM,
reafirmou a a seguranca da formulagao, in vitro, ao mensurar o grau de irritabilidade

para pele/mucosas (nao irritavel).

4.3 Validacdo de método analitico para quantificacdo do eugenol por
espectroscopia UV-VIS

Para quantificar a concentracéo de eugenol no CLN foi aplicada a técnica de
espectrométrica UV-Vis. Devido a presenca interferentes, com absorbancia no
mesmo comprimento de onda do farmaco, foi realizada derivacao espectrofotométrica
no intdito de melhorar as andlises quantitativas da formulacao estudada [65].

A exatiddo do método foi avaliada pela determinacdo de trés concentracdes
de eugenol (baixa 80% (24 pg/mL), média 100% (30 pug/mL) e alta 120% (36 pg/mL))
compostas pela a adi¢cdo de 5 pg/mL da FNE. Este parAmetro é analisado através da
precisdo da extracdo do farmaco de uma faixa determinada e que os valores (%)
tedricos da quantificacdo devem esta proximos de 100% [22]. O método realizado
obteve pencentuias proximos de 100 % nas trés concentracdes testadas (baixa, média
e alta) (Tabela VII).

As variagbes como, marca do solvente, comprimento de onda e velocidade de
leitura foram aplicadas para a determinacdo da robustez. Trata-se de um método
método quantitativo que analisa o impacto das variagbes ambientais apresentadas
nos resultados obtidos [22]. O método aplicado foi robusto, pois ndo houve alteracao
significativa nos valores quantificados em relacdo as mudancas dos parametros
utilizados (p > 0,05).

A Interferéncia da matriz na quantificacdo do eugenol variou entre -2,29 e 7,53
(Tabela VII). Todos os efeitos foram considerados baixos. Segundo Niessen, 2006
[66], valores menores do que 20 (<20) estdo na faixa considerada como efeitos

matriciais baixos.

4.4 Estabilidade termodinamica:
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A FNE teve alteracdes significativas (P<0,05) do tamanho da particula e IPD
em relagdo ao tempo de temperaturas especificas, (amostra em - 5 + 2 °C no tempo
zero para o de 45 e 90 dias e amostra em 28 + 2 °C no tempo zero para o de 45 dias,
respectivamente (Figura VIl A e B). Essas alteracbes podem esta associadas a
modificacdo cristalina devido a incorporacdo do ativo, pois pode influénciar nas
interacbes entre os lipidios e tensoativo utilizado. Outros fatores séo, taxas de
aguecimento e resfriamento, temperatura de armazenamento e, principalmente, dos
materiais utilizados na formulacéo [60, 39].

Mesmo com a presenca de alteracdes especificas citadas no parégrafo
anterior, a FNE manteve todos os parametros aceitaveis para o sistéma aplicado
(CLN) durante os 90 dias de armazenamento nas duas temperaturas testadas (baixa
e ambiente). Essa estabilidade pode ser justificada pela presenca da cera de carnauba
como lipidio sélido. Trata-se de um &cido graxo de cadeia longa e consequentemente
apresenta degradacao lenta que promove boa estabilidade [67]. Os resultados desse

estudo corroboram com os estudos de Averina, 2010 [68] e Krambeck, 2021 [52].

4.5 Liberagéo

A liberacéo in vitro fornecem informacdes sobre o mecanismo de liberacéo dos
farmacos, correlacionando com resultados in vivo [69]. O presente estudo utilizou o
modelo celular de difusdo com uso de membrana de dialise, pois permite que o
farmaco encapsulado em um sistema nanoparticulado (CLN) seja transferido para um
compartimento receptor para a sua andlise de quantificacéo [70].

Na FNE, apresentou um perfil de liberacdo controlada com quantidade
acumulada de eugenol de 44,21% em 24 horas. Isso ja era esperado devido a
capacidade do sistema aplicado em aprisionar um ativo em uma matriz lipidica
desordenada que dificulta sua liberacdo rapida [40, 69]. O tipo de estabilizador
também pode influenciar no controle da liberacdo. Sulfactantes como o polaxamer
407, utilizado neste estudo, contribuiem para uma degradacéo mais lenta do sistema
devido o seu efeito estérico [56].

O modelo Korsmeyer-Peppas foi 0 que mais se ajustou na analise cinética de
liberacdo da da FNE. A presenca do poloxamer 407 na formulacdo pode ter

influenciado no melhor ajuste desse modelo j& que ele representa uma relacdo que
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descreve a liberagdo do farmaco de um sistema polimérico, dependendo do tipo de
dissolugdo em questao [71, 72].

O (N) apresentado no modelo Korsmeyer-Peppas na FNE foi de 0,6488. Com
base no valor deste expoente, a liberacdo e difusdo do farmaco foi controlada por
transporte ndo-Fickiano o que parece indicar a difusdo an6mala como superposi¢ao
por inchaco [73].

4.8 Atividade antifungica da FNE

A FNE e o EL apresentaram atividade fungicida contra cepas isoladas (Tabela
IX) e em biofilmes de Candidas (C. albicans e C. glabata) (Figura X). Varios estudos
ja comprovaram essa acdo antifungica do eugenol contra essa espécie de
microorganimo [28, 17, 29, 12]. Sobre o mecanismo de a¢do, esse composto ativo
pode se ligar a membrana da Candida e diminuir a biossintese do ergosterol pela sua
capacidade de se ligar a membrana da candida e danificar sua parede celular [74].
Além disso, o eugenol é capaz de aumentar os niveis de peroxidacao lipidica e de
espécies reativas de oxigénio, e assim induz o estresse oxidativo que provoca
aumento da permeabilidade na membrana celular do fungo [75, 76]. O farmaco
também pode interagir com as proteinas adesivas ALS resultando numa diminuig&do
consideravel da capacidade de adesao do fungo e promover o desarranjo de biofilmes
formados (C.albicans) [3].

A CIM (6 pg/mL) e a UFC (6 pg/mL) da FNE, contra cepas de C. albicans, foram
reduzidas em até 10 vezes do que as concentra¢des do EL (CIM (64 ug/mL) e a UFC
(64 pg/mL)) (Tabela IX). Além disso, houve uma reducao significativa dos biofilmes
pré-formados apos aplicacdo, por 8 horas, da FNE em comparacdo ao EL, mesmo
contendo a mesma concentracao (0,3%). Esses resultados podem ser justificados
pela forma de apresentacdo das particulas da FNE em escala nanométrica (13,91
nm), pois possibilita o aumento da area de superficie de contado e,
consequentemente, aumenta as chances do ativo nanoencapsulado entrar em contato
com a parede celular do fungo presente no meio [18]. Além disso, o sistema aplicado
€ capaz de controlar a liberacdo do eugenol, aumentando sua atividade e possibilita
a sua acéo direcionada para o microorganimo [77, 35, 36].

5. CONCLUSOES
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A Formulacdo nanoestruturada carregada de eugenol foi desenvolvida com
sucesso e apresentou parametros de caracterizagdes dentro dos valores aceitaveis.
Além disso, obteve atividade fungicida contra as cepas isoladas e reduziu
significativamente os biofiimes de Candidas (albicans e glabata). A FNE, na
concentracéo de 0,3% de eugenol, apresentou desempenho superior ao EL na mesma
concentragdo. Portanto, CLNs mostraram um sistema com grande potencial para
administracdo de ativos antigingicos para a higiene de préteses dentarias

apresentando perspectiva de aplicacéao futura no mercado odontologico.
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