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RESUMO

Introdugdo: A candidiase oral é uma das mais frequentes infecgdes oportunistas da cavidade oral, representada pelo crescimento
excessivo de Candida albicans, seguido por Candida glabrata. O protocolo de tratamento envolve terapia com antiflngicos e higiene
oral. O dentifricio € um produto de uso rotineiro na clinica odontoldgica e na vida da populagdo, incrementando a higiene mecanica
e sendo veiculo para agentes antifungicos. Dentre esses, destaca-se a Nistatina (NIS), em suspensdo oral, pela sua eficécia clinica e
reduzido efeito adverso. Objetivo: Desenvolver e avaliar dentifricio experimental contendo Nistatina. Metodologia: Foi desenvolvido
um dentifricio a partir de uma formulagdo base por adi¢do de Nistatina em trés concentragdes. A atividade antifingica foi avaliada
foram apresentados por média e aplicados o teste ANOVA e po6s teste de Tukey. Resultados: O valor de CIM da Nistatina foi 0,05 +
0,017 pg/ mL. A atividade antiflingica apresentou valores de 17,3 + 3,93 mm, 20,40 + 8,08 mm e 20,20 + 3,34 mm, para D1, D2 e D3,
respectivamente (p>0,05). Todas as formulagdes apresentaram capacidade espumante, porém D1 apresentou maior capacidade de
formagdo de espuma (18,7%). As trés formulagbes apresentaram capacidade de espalhamento aproximado a 7 cm. As formulagbes
apresentaram capacidade de limpeza semelhante ao controle negativo. Conclusdo: Os dentifricios apresentaram atividade antifungica
contra C. albicans e exibiram propriedades fisicas satisfatorias, sem influéncia negativa pela incorporagdo da Nistatina.
PALAVRAS-CHAVE: Antifingicos. Cremes dentais. Nistatina.

ABSTRACT

Introduction: Oral candidiasis is one of the most frequent opportunistic infections of the oral cavity, represented by the excessive growth
of Candida albicans, followed by Candida glabrata. The treatment protocol involves antifungal therapy and oral hygiene. Dentifrice is
a product routinely used in dental clinics and the population’s daily lives, improving mechanical hygiene and serving as a vehicle for
antifungal agents. Among these, Nystatin (NIS) stands out for its clinical efficacy and reduced adverse effects in oral suspension. Objective:
To develop and evaluate an experimental dentifrice containing Nystatin. Methodology: A dentifrice was created from a base formulation
by adding Nystatin in three concentrations. The minimum inhibitory concentration (MIC) and agar diffusion test evaluated the antifungal
activity. The physical properties of the dentifrice were assessed. Data were presented as means, and the ANOVA and Tukey’s post-hoc
tests were applied. Results: The MIC value of Nystatin was 0.05 + 0.017 ug/mL. The antifungal activity showed values of 17.3 + 3.93
mm, 20.40 + 8.08 mm and 20.20 + 3.34 mm, for D1, D2 and D3, respectively (p>0.05). All formulations showed foaming capacity, but
D1 showed the highest foaming capacity (18.7%). The three formulations showed a spreading capacity of approximately 7 cm. The
formulations showed a cleaning capacity similar to the negative control. Conclusion: The dentifrices showed antifungal activity against
C. albicans and exhibited satisfactory physical properties, with no negative influence by incorporating Nystatin.

KEYWORDS: Antifungals; Toothpaste; Nystatin.

INTRODUCAO

A cavidade oral é habitada por muitos microrganis-
mos, dentre eles a Candida albicans, um fungo que, em
condigdes especificas, pode originar diferentes doengas,
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podendo variar de aftas pseudomembranosas agudas a
formas mais cronicas, sendo a candidiase oral uma das
infecgBes fungicas mais encontradas’?.

Em 2021, o Centers for Disease Control and Prevention
Candida Infection® dos Estados Unidos publicou um guia
clinico sobre candidiase de boca, garganta e es6fago. As
recomendacgdes envolvem a aplicagdo topica de formu-
lagBes como clotrimazol, miconazol e Nistatina (NIS) no
tratamento de candidiase oral.
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A NIS em suspensao, de uso topico, é a mais comum
medicagdo antiflingica para candidiase oral*. Em geral, tem
poucos e suaves efeitos adversos, porque sua absorgdo é
limitada e ndo interage com outras drogas que o paciente
esteja recebendo®. Sua absorgdo gastrintestinal é insignifi-
cante, com excregao inalterada pelas fezes, e seu protocolo
de terapia exige a administragao varias vezes ao dia e pelo
menos 48 horas apds sinais periorais desaparecerem?

Aliada a terapia medicamentosa, promover uma boa
higiene oral é fundamental para prevenir infecgdes e
tratar quando elas ocorrem®. Na rotina de higiene oral, a
selecdo de um dentifricio apropriado é essencial por seu
papel relevante na desorganizac¢do do biofilme dentario
por potencializar a escovagdo mecanica, podendo o
dentifricio ser um veiculo para agentes antimicrobianos
atuantes na inibicdo do crescimento excessivo de C.
albicans?. Estudos in vitro apontam o desenvolvimento
de dentifricio para candidiase contendo NIS em sistema
livre, macro-, micro- e nanoparticulas de alginato?, o
monterpeno fendlico carvacrol®, bem como dentifricios
herbais disponiveis no comércio®.

O presente trabalho buscou uma alternativa ao trata-
mento de infecgBes fungicas pelo desenvolvimento de um
dentifricio contendo NIS visto que os dentifricios herbais
e convencionais presentes no mercado apresentam ati-
vidade antimicrobiana semelhante!. A literatura indica a
eficdcia do uso da NIS em suspensdo na Candidiase oral**.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e avaliar in
vitro a atividade antifungica de um dentifricio contendo
NIS, bem como avaliar as suas propriedades fisicas.

METODOLOGIA

Um estudo in vitro experimental foi conduzido. A
anadlise laboratorial foi cega para concentra¢do do den-
tifricio experimental.

Solugdo teste

A solugdo de Nistatina (NIS) 1mg/mL foi adquirida
na farmacia de manipulagdo Dilecta, Jodo Pessoa, Brasil.

Cepas bacterianas

Para o presente estudo, foi utilizada a cepa de C. al-
bicans ATCC 76645. A cepa estava armazenada em caldo
Sabouraud dextrose (SD; DIFICO®, Detroit, Michigan, EUA)
acrescido de 10% de glicerol a temperatura de -70 °C. A
cepa fungica foi crescida em meio SD por 24h a 372C. Em
seguida, foi centrifugada a 5000g por 10 min. O sobre-
nadante foi descartado, as células foram resuspendidas
com solugdo salina (0,9%) e padronizadas na escala de
McFarland (1-5x10° UFC/ mL) em espectrofotometro a
comprimento de onda de 530 nm’.

Concentragao inibitoria minima

A concentracdo inibitéria minima (CIM) da Nistatina foi
determinada pelo método de microdiluicdo em placa de

96 pocos de acordo com Clinical and Laboratory Standards
Institute, com modifica¢Bes®. Duas filas de pogos foram
preparadas iniciando com NIS na maior concentragao.
Cada pogo apresentou caldo do meio de cultura SD, an-
tifungico e indculo padronizado (10%) em concentragdes
decrescentes das substancias. A placa foi incubada em
estufa microbioldgica a 35°C por 24h. Apds esse periodo,
35 pL do indicador de oxidagdo-redugdo resazurina 0,01%
(Sigma-Aldrich®, Sdo Paulo, Brasil) foi dispensado em cada
pogo. Os pogos que mudaram a cor de azul para rdseo,
ap0ds 40 minutos de contato com o corante apresentaram
crescimento microbiano. O valor da CIM foi definido no
pogo de menor concentragdo da substancia testada que
permanecer azul. O teste foi realizado em triplicata.

Dentifricio experimental

Apds determinagdo da Concentragado Inibitéria Mini-
ma (CIM) da cepa de C. albicans, os dentifricios contendo
NIS foram preparados em trés concentragdes: D1- CIM
que correspondeu a 0,15 pug/mL de NIS; D2- CIMx2 que
correspondeu a 0,3 ug/mL de NIS; e CIMx4, que corres-
pondeu a 0,6 pug/mL.

Para preparacdo das trés concentragdes, foi con-
duzida agitacdo em voértex da solugdo de NIS em uma
formulacdo base de dentifricio comercial, sem fluor,
infantil, My First® Colgate® Sem Fldor 0 a 2 Anos, Col-
gate-Palmolive Company, Estados Unidos. A formulagao
base foi o controle negativo (D4). Os frascos dos den-
tifricios foram etiquetados e codificados. O estudo foi
cego para a concentragdo dos dentifricios.

Apods preparacdo dos dentifricios experimentais
contendo NIS, slurries foram preparados para os testes
antimicrobianos por diluicdo de 10g de dentifricio em
10 mL de agua destilada-deionizada, seguido por ho-
mogeneizag¢do®.

Difusdo em agar

O método de difusdo em agar foi conduzido com os
dentifricios apds padronizagdo da cepa fungica na escala
0,5 de Mc Farland. Orificios de 8 mm foram realizados em
placas de Petri contendo meio de cultura SD agar. Trinta
microlitros agentes foram dispensados em pogos na placa
de petri. As placas foram mantidas por 30 minutos em tem-
peratura ambiente para pré-difusdo antes da incubagdo a
35°C para mensuragao do halo de inibigdo em milimetros
apods 48h™X. Os testes foram realizados em triplicata. A
sensibilidade da cepa fungica ao dentifricio foi classificada
de acordo com o diametro do halo de inibigdo como: ndo
sensivel (-) para diametro menor que 8 mm; sensivel (+)
para diametro entre 9-14 mm; muito sensivel (++) para
diametro entre 15-19 mm e extremamente sensivel (+++)
para didametro maiores que 20 mm?.,

Capacidade de limpeza

A capacidade de limpeza dos dentifricios foi inves-
tigada com a técnica do corante na casca de ovo pela
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semelhanca entre esta e o esmalte dentdrio com o calcio
sendo maior componente!?. Quinze mililitros de vinagre
e 20 gotas de corante alimentar vermelho foram dispen-
sados em 200 mL de dgua destilada a 1009C. Para cada
formulagdo, um ovo cozido foi adicionado na solugdo
corante por 5 min. Apds esse periodo, foi realizada uma
marcagao para dividi-lo em duas por¢des no sentido
longitudinal. Uma escova de dentes infantil (Oral B stages
1, Procter & Gamble, Brasil) umida por agua destilada,
sacudida, com dentifricio formulado em quantidade de
uma ervilha escovou um lado do ovo com 10 movimen-
tos completos (para frente e para trds). O outro lado do
ovo foi o controle negativo, e submetido a escovagdo da
mesma maneira, com mesma pressdo. Os ovos foram
lavados e inspecionados quanto a remogdo da cor®. A
capacidade de limpeza dos dentifricios foi interpretada
como “+” capacidade de limpeza presente, “—“ ausente’2.

Capacidade de espalhamento

Em uma placa de vidro, foi dispensado 1g da for-
mulacdo de dentifricio. Uma segunda placa de vido foi
posicionada por cima da primeira, seguido por peso de
2 kg durante 10 min. Apds remogao do peso, o diametro
do dentifricio foi mensurado com paquimetro manual*>

Capacidade de formagao de espuma

Para verificar a formagao de espuma, 1 g de den-
tifricio foi dispensado em 15 mL de agua destilada em
um tubo graduado. Em seguida, o slurry foi mantido em
repouso por 30 min, para permitir a dissipa¢do da for-
mulagdo na agua, e entdo conduzido para vortex por 1
min. O percentual da capacidade de formar espuma dos
dentifricios foi aferido pela altura da espuma acima da
dgua dividido pela altura total2.

Analise estatistica

Os dados foram conduzidos para banco de dados
informatizado, e analisados pela estatistica descritiva
(média, desvio-padrido), teste ANOVA e pds teste de Tu-
key. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

RESULTADOS

A concentragdo inibitéria minima do dentifricio a
base de Nistatina frente a C. albicans foi de 0,15 + 0,01
ug/ mL.

O dentifricio de Nistatina apresentou atividade
antifungica contra C. albicans nas trés concentragoes,
sem diferenca estatisticamente significativa (p>0,05). A
classificacdo da sensibilidade no método de difusdo em
pocos revelou que o dentifricio D1 foi classificado como
muito sensivel (Tabela 1).

Tabela 1 - Distribuigdo da média + desvio-padrédo do halo de inibigéo da C. albicans de acordo com os dentifricios contendo

Nistatina em diferentes concentragdes.

Halo de inibicdo

(mm)
Dentifricio D1 D2 D3 D4
Cepa flingica 0,15 pg/mL 0,3 ug/mL 0,6 ug/mL Controle negativo
C. albicans 17,3 +£3,93 20,40 + 8,08 20,20+ 3,34 0
(++) (+++) (+++) (NS)

ANOVA, pés teste de Tukey, p> 0,05;

Ndo sensivel (NS); muito sensivel (++); extremamente sensivel (+++).

Em relagdo as propriedades fisicas, todas as formula-
¢Oes apresentaram capacidade espumante, entretanto,
D1 revelou maior capacidade de formagdo de espuma
(18,7%) e D3 o menor valor (16,3%). A capacidade de
espalhamento foi semelhante nas trés formulagdes (apro-

ximadamente 7 cm), sendo observados valores maiores
qguando comparado ao controle (5,1 cm). As formulagées
apresentaram capacidade de limpeza semelhante ao
controle negativo (Tabela 2).

Tabela 2 - Propriedades fisicas do dentifricio experimental em diferentes concentragdes de Nistatina.

Dentifricios experimentais contendo Nistatina

D1 D2 D3 D4
0,15 mg/mL 0,3 mg/mL 0,6 mg/mL Controle negativo
Capacidade de formacgdo de espuma (%) 18,7 18,3 16,3 18,0
Capacidade de espalhamento (cm) 7,2 7,5 7,4 5,1
Capacidade de limpeza + + + +

(+) Presente
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DISCUSSAO

A C. albicans presente em biofilmes estd relacionada
a0 aparecimento da carie dentdria e da candidiase oral,
uma infecgdo oportunista comum em individuos clinica-
mente comprometidos. Assim como os agentes antimi-
crobianos, os agentes antifungicos podem ser utilizados
em dentifricios para inibir biofilme patogénico®°.

A incorporagdo do NIS por mistura simples ao den-
tifricio base evita esforgos financeiros com elaboragao
biotecnoldgica de sistema de liberagdo e representa
alternativa ao tratamento de candidiase oral.

De acordo com o valor apresentado na MIC, é possi-
vel observar que C. albicans apresentou alta sensibilidade
a NIS, com valor mais baixo ao observado em sistema de
NIS livre, macro-, micro- e nanoparticulada de alginato in-
corporado a dentifricio? e para dentifricio com carvacrol®.

ANISincorporada no dentifricio base revelou eficacia
contra cepa fungica in vitro mostrando que a sua intera-
¢do com componentes do dentifricio ndo influenciou na
sua atividade antifungica. Em contrapartida, em estudo
anterior®, a Punica granatum, com reconhecida atividade
antifungica, foi ineficaz contra C. albicans em dentifricio
herbal®*. Em outro estudo’, dentifricios comerciais herbal
e convencional apresentaram valores de halos de difusdo
inferiores aos do presente estudo.

Em relagdo ao tempo de tratamento, observou-se,
em estudo prévio®*, que uma semana de uso da suspensado
de Nistatina oral é periodo para sucesso na eliminagdo de
C. albicans. Entretanto, sdo necessarios estudos clinicos
para avaliar o tempo de agdo da Nistatina no dentifricio.

Outros dados pesquisados referiram-se as proprie-
dades fisicas dos dentifricios. Foi observado que, apesar
da auséncia do surfactante na formulagdo do dentifri-
cio base, houve formagdao de espuma nos dentifricios
testados, assim a NIS incorporada ao dentifricio ndo
influenciou a capacidade de formagao de espuma. Re-
sultado semelhante foi observado em estudo contendo
componentes bioativos da goiabeira®®. A espuma facilita
o espalhamento do dentifricio por toda a cavidade oral
durante a escovagao, e configura-se como uma das pro-
priedades preferidas dos consumidores na hora de esco-
Iher um creme dental. Além da capacidade espumante, os
surfactantes facilitam o contato entre os ingredientes do
creme dental e os dentes e mucosas através da redugdo
da tensdo superficial *>*7.

Entretanto, considerando que o dentifricio proposto
no presente estudo é indicado para criangas muito peque-
nas (< 2 anos), o dentifricio base escolhido ndo apresenta
o surfactante lauril sulfato de sédio. Ele apresenta efeitos
adversos de reagGes alérgicas e tdxicas como dermatite
e irritacdo de mucosas, principalmente, em pessoas
propensas a aftas’.

A capacidade de espalhamento é entendida como
uma medida da capacidade de penetragdo dos produtos
em diferentes dreas apds a aplicagdo'>*”. Ndo foi obser-
vada diferenc¢a nessa capacidade entre a formulagao

base e asincorporadas com NIS. Resultados semelhantes
foram observados em dentifricios contendo extrato de
plantast?.

Baseando na mudanca de colora¢do dos ovos
pigmentados, todas as formulagGes apresentaram ca-
pacidade de limpeza das manchas. Dados semelhantes
foram observados por Shaheena et al.** (2019) ao avaliar
o efeito abrasivo do pé de goiaba. E relevante salientar
que a capacidade de limpeza foi satisfatéria, e parece ndo
sofrer influéncia da presenga ou auséncia do surfactante
na formulagdo??.

CONCLUSOES

O dentifricio contendo Nistatina apresentou ativida-
de antifungica contra C. albicans.

Os dentifricios formulados exibiram propriedades
fisicas satisfatdrias, sem influéncia negativa pela incor-
poragao da Nistatina.
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