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RESUMO 

RESUMO 

OBJETIVO: Desenvolver e caracterizar nanofibras poliméricas de PLA/PEG incorporadas 

com extrato seco da folha da Schinopsis brasiliensis Engl. para tratamento de estomatite 

protética. METODOLOGIA: Foram realizadas as determinações da Concentração 

Inibitória Mínima (CIM) e da Concentração Fungicida Mínima (CFM) do extrato nebulizado 

da S. brasiliensis frente às cepas de Candida albicans ATCC 90028, C. tropicalis ATCC 

750, C. krusei ATCC 341 e C. glabrata ATCC 2001 e sobre três cepas de C. albicans e duas 

de C. tropicalis de isolados clínicos, comparando com a nistatina. Para a produção das 

nanofibras poliméricas, foram preparadas soluções de PLA/PEG (70/30%) em clorofórmio e 

adicionada a concentração de 10% do extrato nas concentrações de 10X a CIM/2, CIM, 

CIMx2 e CIM x4. Foi utilizado método de fiação em sopro de solução (SBS). As nanofibras 

foram caracterizadas por microscopia eletrônica de varredura (MEV), comportamento 

térmico (TG) e espectroscopia de absorção na região do infravermelho (FTIR). A ação das 

nanofibras sobre a cinética de crescimento por contagem de unidades formadoras de colônias 

(UFC) foi avaliada sobre inóculo multi-espécies de C. albicans ATCC 60193, C. tropicallis 

CBS 94 e C. krusei CBS 73. Para os ensaios de biocompatibilidade foi adotada a linhagem 

de células Vero (ATCC CCL-81). Os dados das curvas de cinética foram analisados por 

ANOVA One Way, seguida pela comparação múltipla de Tukey post-hoc para cada tempo 

para avaliar a comparação entre as nanofibras, nistatina e o controle de crescimento. Para os 

testes de viabilidade celular, foram adotadas as medianas de valores dos grupos testados. As 

comparações foram realizadas pelo teste de Kruskal Wallis, seguido de Dunn’s post hoc 

(α=0.05). RESULTADOS: A CIM88,8% do S. brasiliensis foi de 62,5 µg/mL. A relação 

CFM/CIM revelou atividade fungicida do extrato para todas as cepas. A morfologia das 

nanofibras apresentou-se de acordo com o esperado pela técnica SBS em todas as 

composições testadas. A análise do diâmetro das nanofibras revelou que a adição do extrato 

da S. brasiliensis produziu fibras menos espessas (p<0,05) quando comparadas às fibras de 

PLA/PEG. As fibras PLA/PEG/Bra apresentaram perda de massa em dois estágios. Os 

espectros que comprovam os grupos funcionais do extrato da S. brasiliensis, estão 

relacionados aos grupos presentes do ácido gálico nos comprimentos de ondas 2926, 1713 e 

1265 cm-1. A nanofibra PLA/PEG/Bra 2500 foi capaz de reduzir o crescimento fúngico a 

partir de 4 horas de exposição, se assemelhando ao observado quando comparado à nistatina 

na concentração de CIM. Todas as nanofibras, nas condições testadas, apresentaram-se 

citocompatíveis com o uso em mamíferos. CONCLUSÃO: Nanofibras poliméricas de 

PLA/PEG, produzidas por SBS, incorporando extrato da S. brasiliensis em diferentes 

concentrações, mostraram-se biocompatíveis para uso em humanos, sendo capazes de inibir 

o crescimento de Candida spp. Este estudo aponta a potencialidade de aplicação de 

nanofibras incorporadas com extratos de plantas no controle da estomatite protética. 

 

 

Palavras-chaves: Estomatite sob Prótese. Terapêutica. Extratos Vegetais. Nanofibras. 

Candida spp. 
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ABSTRACT 

ABSTRACT 

 

OBJECTIVE: To develop and characterize polymeric nanofibers of PLA / PEG 

incorporated with dry leaf extract of Schinopsis brasiliensis Engl. for the treatment of 

prosthetic stomatitis. METHODOLOGY: The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 

and Minimum Fungicide Concentration (MFC) determinations o extract of the nebulized 

extract of S. brasiliensis against the strains of Candida albicans ATCC 90028, C. tropicalis 

ATCC 750, C. krusei ATCC 341 and C glabrata ATCC 2001 and on three strains of C. 

albicans and two strains of C. tropicalis from clinical isolates, compared with nystatin. For 

the production of polymeric nanofibers, solutions of PLA/PEG (70/30%) in chloroform were 

prepared and the concentration of 10% of the extract was added in the concentrations of 10X 

to MIC/2, MIC, MICx2 and MICx4. Solution blowing spinning (SBS) method was used. The 

nanofibers were characterized by scanning electron microscopy (SEM), thermal behavior 

(TG) and infrared absorption spectroscopy (FTIR). The action of nanofibers on growth 

kinetics by counting colony-forming units (CFU) was evaluated on multi-species inoculum 

of C. albicans ATCC 60193, C. tropicallis CBS 94 and C. krusei CBS 73. For 

biocompatibility assays the Vero cell line (ATCC CCL-81) was adopted. The data of the 

kinetic curves were analyzed by ANOVA One Way, followed by Tukey's multiple post-hoc 

comparison for each time to evaluate the comparison between nanofibers, nystatin and 

growth control. For cell viability tests, the medians of values of the groups tested were 

adopted. Comparisons were performed using the Kruskal Wallis test, followed by Dunn’s 

post hoc (α=0.05). RESULTS: The MIC88.8% of S. brasiliensis was 62.5 µg/mL. The 

MFC/MIC ratio revealed fungicidal activity of the extract for all strains. The morphology of 

the nanofibers was as expected by the SBS technique in all tested compositions. The analysis 

of the nanofibers diameter revealed that the addition of S. brasiliensis extract produced less 

thick fibers (p<0.05) when compared to PLA/PEG fibers. The PLA/PEG/Bra fibers showed 

loss of mass in two stages. The spectra that prove the functional groups of the S. brasiliensis 

extract are related to the groups present in gallic acid in wave-length of 2926, 1713 and 1265 

cm-1. The PLA/PEG/Bra 2500 nanofiber was able to reduce fungal growth after 4 hours of 

exposure, similar to that observed when compared to nystatin in the MIC concentration. All 

nanofibers, under the conditions tested, were cytocompatible with use in mammals. 

CONCLUSION: PLA/PEG polymeric nanofibers, produced by SBS, incorporating S. 

brasiliensis extract in different concentrations, proved to be biocompatible for use in humans, 

being able to inhibit the growth of Candida spp. This study points to the potential application 

of nanofibers incorporated with plant extracts to control prosthetic stomatitis. 

 

 

Keywords:  Denture Stomatitis. Therapeutics. Plant Extracts. Nanofibers. Candida spp. 
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CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

 

1 CONSIDERAÇÕES INICIAIS  

Candida albicans é conhecida como um microrganismo comensal no trato digestivo 

de mamíferos (TONG, TANG, 2017), assim como na cavidade oral dos seres humanos (HU 

et al., 2019). Outras espécies de Candida clinicamente relevantes também são encontradas, 

como C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei (HU et al., 2019). É também o 

fungo patogênico mais comum nos seres humanos, causando infecções das mucosas, 

especialmente em indivíduos imunocomprometidos (GHOLIZADEH et al., 2016). Vários 

fatores podem predispor os indivíduos a candidíase, como o tratamento prolongado com 

antibióticos e corticosteroides, presença de diabetes mellitus, deficiências nutricionais, 

doenças imunossupressoras ou terapia hormonal (GHOLIZADEH et al., 2016; MENZIES et 

al., 2018; NISHIMAKI et al., 2019).  

O crescimento microbiano sobre a superfície de próteses dentárias resulta da adesão 

de células microbianas reforçadas pela rugosidade da superfície da prótese e por interações 

adesivas entre as espécies de Candida, principalmente C. albicans, e bactérias orais (JAVED 

et al., 2017). Eles podem induzir uma resposta inflamatória crônica na mucosa oral, descrito 

como estomatite protética, que se caracteriza por ser a doença infecciosa mais comum que 

afeta a mucosa oral e é altamente prevalente em indivíduos portadores de prótese dentária 

(JAVED et al., 2017; VILA et al., 2020). 

Nesse contexto, o tratamento das lesões de estomatite protética envolve a orientação 

da higienização das próteses e da cavidade oral, a remoção de um possível fator irritante 

(próteses dentárias mal adaptadas e insatisfatórias), o uso de antifúngicos e a confecção de 

uma nova prótese. Os métodos mecânicos e químicos são frequentemente aconselhados para 

a higiene das próteses dentárias para evitar colonização de microrganismos. 

Os microrganismos presentes em biofilmes apresentam uma resistência elevada aos 

antifúngicos preconizados para o tratamento dessas afecções e aos sistemas de defesa do 

hospedeiro, o que muitas vezes resulta em seleção de cepas mais resistentes, levando a 

infecções persistentes e de difícil tratamento (CABRINI CARMELLO et al., 2019; 

VEILLEUX, GRENIER, 2019).  

Além disso, a patogenicidade e resistência aos fármacos dos fungos presentes no 

biofilme oral enfatizam a necessidade do desenvolvimento de novos agentes 
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antimicrobianos. Portanto, o desenvolvimento de novos agentes terapêuticos para o 

tratamento de doenças causadas por Candida spp. se faz necessário. 

Neste sentido, a utilização de produtos naturais capazes de aplicação clínica é 

necessário para criar novas estratégias para o controle da candidíase oral devido às 

desvantagens e insuficiências dos produtos disponíveis comercialmente (GAD, FOUDA, 

2020). Produtos naturais são alternativas terapêuticas promissoras, pois tendem a exibir 

menor intensidade de reações adversas em relação aos antifúngicos de escolha. 

Notavelmente, o estudo de produtos naturais pode fornecer terapias alternativas, viáveis para 

o tratamento de doenças bucais (VEILLEUX, GRENIER, 2019). 

A espécie Schinopsis brasiliensis Engl é uma planta conhecida popularmente como 

Braúna, Baraúna, entre outros, sendo vastamente encontrada na região da Caatinga 

(MEDEIROS, ALENCAR, FELISMINO, 2018). Partes da planta como folhas e cascas são 

bastante utilizadas na medicina popular para fins diversos, como no tratamento da gripe, 

inflamações e no tratamento de lesões e micoses (DONATI et al., 2015). Além disso, estudos 

relatam a ação antimicrobiana do extrato S. brasiliensis contra patógenos presentes na 

cavidade oral (FORMIGA FILHO et al., 2015; SARAIVA et al., 2013). A casca e folha desta 

planta apresentam comprovada atividade antimicrobiana e antifúngica (CHAVES et al., 

2015; FERNANDES et al., 2013, 2015, 2016; FORMIGA FILHO et al., 2015; SILVA et al., 

2012). Além da sua caracterização química e analítica (FORMIGA FILHO et al., 2015; 

SETTE-DE-SOUZA et al., 2018). 

Devido ao fato de muitos produtos naturais apresentarem instabilidade em sua 

formulação, sua aplicação é limitada. Neste sentido, a utilização de um mecanismo que o 

imobilize num veículo farmacêutico, seria importante para a sua estabilidade e atividade 

microbiana (BONAN et al., 2015). 

Neste sentido, o controle da liberação de fármacos em sítios de ação específicos, 

através da utilização de vetores, capazes de permitir a optimização da velocidade de cedência 

e do regime de dosagem das substâncias, tem sido uma área de intensa pesquisa nos últimos 

anos (BONAN et al., 2015, 2017; KOU et al., 2019; WANG et al., 2019). Dentre os sistemas 

vetorizados, os nanomateriais constituídos por polímeros biodegradáveis têm atraído muita 

atenção dos pesquisadores devido às suas potencialidades terapêuticas, à capacidade de 

promover uma liberação controlada dependente da degradação de sua matriz polimérica e à 

maior estabilidade nos fluidos biológicos e durante o armazenamento (SCHAFFAZICK et 

al., 2003; SOPPIMATH et al., 2001). 
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Dentre os nanomateriais mais comumente empregados na liberação controlada de 

fármacos estão as nanopartículas, as nanocápsulas, nanofilmes e nanofibras. As nanofibras, 

por sua vez, possuem pequenas dimensões e alta área superficial específica, o que favorecem 

o seu uso para o transporte de portadores de carga através de uma direção controlada (IRANI, 

MIR MOHAMAD SADEGHI, HARIRIAN, 2017; KARCZEWSKI et al., 2018; 

NASCIMENTO et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2013). São indicadas como dispositivos para 

liberação controlada de fármacos, dentre os quais encontram-se os medicamentos 

fitoterápicos e fitoconstituintes (BONAN et al., 2015, 2017; NASCIMENTO et al., 2019; 

SOUZA et al., 2015). 

Levando-se em consideração que as nanofibras podem ser utilizadas como 

dispositivos ou sistemas de liberação controlada de fármacos e que estes visam manter a 

concentração do fármaco em níveis terapêuticos por maiores períodos de tempo (BONAN et 

al., 2015; IRANI, MIR MOHAMAD SADEGHI, HARIRIAN, 2017; KARCZEWSKI et al., 

2018; MEDEIROS et al., 2009), estudos que avaliem a ação de nanofibras poliméricas, 

conjugadas com fármacos ou até mesmo isoladas, sobre Candida spp. e sobre o sistema 

imunológico humano, se fazem importantes. A utilização desses dispositivos para a liberação 

controlada dos fármacos objetiva reduzir a toxicidade terapêutica. Também permite que 

concentrações minimamente efetivas atuem constantemente através do contato direto, com 

ação tópica e com pouca repercussão sistêmica. Diante disso, os Sistemas de liberação 

controlada têm despertado grande interesse nos últimos anos. 

1.1 Perspectivas microbiológicas na formação e controle do biofilme de Candida spp. 

O gênero Candida spp. se apresenta como um conjunto de fungos leveduriformes 

comensais do corpo humano. Dependendo de inúmeras condições, tais como a imunidade do 

hospedeiro ou a virulência da cepa fúngica, estes microrganismos podem causar inúmeros 

danos ao organismo humano. Neste sentido, Candida possui vários fatores de virulência que 

facilitam sua adesão às superfícies da mucosa oral, invasão tecidual e evasão de mecanismos 

defensivos do hospedeiro (HIROTA et al., 2017; MOYES et al., 2016). A principal espécie 

patogênica é Candida albicans, porém C. dubliniensis, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei 

e C. parasilosis estão se tornando patógenos oportunistas mais importantes em pacientes 

imunocomprometidos (HU et al., 2019; MÄKINEN et al., 2018; MONTEIRO et al., 2019; 

MUSHI et al., 2016; PATHIRANA et al., 2019). Além disso, alguns estudos identificaram 

várias espécies de Candida spp. que podem infectar órgãos vitais, incluindo o sistema 
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nervoso central (LI et al., 2017), devido à sua capacidade de atravessar a barreira 

hematoencefálica (MARTINS DE ANDRADE et al., 2019; WU et al., 2019). 

A formação de biofilme é um fator de virulência importante na patogênese da C. 

albicans. Caracteriza-se por fixação, colonização e desenvolvimento das leveduras, podendo 

conter, também, pseudo-hifas e matriz extracelular sobre superfícies e substratos orgânicos e 

inorgânicos (FINKEL, MITCHELl, 2011). A exemplo de um biofilme bacteriano, e em 

contraste com a dispersão de células planctônicas, o biofilme fúngico pode ser altamente 

resistente às farmácos antifúngicos. Este é um processo multifatorial e complexo, que 

envolve: (1) a penetração limitada do fármaco no biofilme devido à alta densidade de matriz 

extracelular, (2) a absorção da farmácos ou ligação da mesma à matriz extracelular do 

biofilme, (3) a diminuição da taxa de crescimento, (4) sobre-expressão de genes envolvidos 

na resistência à farmáco, e (5) tolerância a múltiplas farmácos, devido às células persistentes 

(FINKEL, MITCHELL, 2011). 

O biofilme é considerado como uma camada densa de comunidades microbianas 

complexas, incorporadas em uma matriz polimérica, que promove interações mutuamente 

benéficas entre microrganismos e as protege da difusão e ação de agentes antimicrobianos 

(Peters et al., 2010). A adesão de Candida spp. à superfície da resina acrílica, por exemplo, 

é considerado o primeiro passo na colonização dos tecidos orais, os quais estão expostos à 

superfície da dentadura (AMIN, REHMAN, ABBAS, 2015). 

Estas comunidades microbianas são a principal causa de estomatite protética, 

problema clínico comum que pode afetar até 70% dos pacientes usuários de prótese 

(CHAPMAN et al., 2017; MORSE et al., 2018). Esta, por sua vez, caracteriza-se como 

inflamação moderada ou intensa da mucosa oral, associada ao uso de prótese dentária, 

ocasionando alterações no tecido, que passa a apresentar hiperemia e edema, acompanhados 

algumas vezes por petéquias hemorrágicas (JAVED et al., 2017; VILA et al., 2020). A 

estomatite protética pode ser causada devido à associação de fatores tais como traumatismo 

da mucosa por ajuste deficiente da prótese; fumo; deficiência ou comprometimento da 

resposta imunológica; aumento da idade do usuário da prótese; tempo das próteses e má 

higiene (GENDREAU, LOEWY, 2011; MARTORI et al., 2014). 

Além disso, infecções por Candida spp., quando não associados ao uso de prótese 

dentária, são conhecidas por candidose atrófica crônica e podem acometer regiões de tecido 

mole. Com a ampla aplicação de agentes imunossupressores e antibióticos nos últimos anos, 

a imunidade geral dos seres humanos diminuiu, a flora se tornou disfuncional, a 

probabilidade de infecção por fungos na mucosa, pele e vísceras aumentou 
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significativamente, e a incidência de infecções bucais candidíase aumentou. A candidose 

atrófica crônica oral pode ocorrer nos lábios, pele e mucosa, e a recorrência é comum, o que 

traz sofrimento aos pacientes (CORONADO-CASTELLOTE, JIMÉNEZ-SORIANO, 2013). 

Portanto, essas lesões fúngicas são bastante observadas em indivíduos portadores da 

Síndrome da Imunodeficiência Adquirida, como também em pacientes que realizam terapia 

para tratamento do câncer a partir da quimioterapia e radioterapia, com destaque para os 

tumores malignos da região de cabeça e pescoço (KAWASHITA et al., 2018; TARAPAN et 

al., 2019). 

Como medida de controle da infecção por Candida spp. adota-se, no exercício clínico, 

o uso de medicamentos específicos voltados contra vias metabólicas específicas da célula 

fúngica. Os medicamentos podem ser sintéticos ou de origem natural, com mecanismos de 

ação diversos e apresentados sob diferentes formulações (GAD, FOUDA, 2020). Estas 

variações têm a vantagem de facilitar a escolha por parte dos profissionais odontólogos 

durante o manejo clínico do paciente. Ainda, deve-se ter em mente que cada formulação pode 

apresentar vantagens e desvantagens quanto à sua aplicação (tópica ou sistêmica), 

interferindo na adesão do paciente ao tratamento. Apesar da quantidade relativamente ampla 

de antifúngicos disponíveis, há a necessidade de se descobrir novas opções terapêuticas e de 

se desenvolver novos sistemas de liberação dos fármacos. A ampla variação nas opções 

antifúngicas demanda estudos continuados para que se encontre a melhor escolha para 

determinada situação clínica. 

1.2 Tratamentos antifúngicos e fitoterápicos 

Vários agentes antifúngicos orais têm sido empregados no tratamento das infecções 

por Candida spp. que acometem a cavidade oral, podemos citar principalmente fluconazol, 

nistatina, anfotericina B, miconazol, cetoconazol, itraconazol e clotrimazol (Tabela 1) 

(BAKHSHI et al., 2012; DAVIES et al., 2016; GAD, FOUDA, 2020; GEBREMEDHIN et 

al., 2014; TSUTSUMI, TAKAKUDA, WAKABAYASHI, 2016). 
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Tabela 1. Formulação, dosagem e efeitos dos antifúngicos convencionais. Fonte: Adaptado 

de (GAD, FOUDA, 2020). 

 

Esses antifúngicos possuem mecanismos de ação distintos entre si, ou seja, atacam 

vias distintas do metabolismo celular fúngico. Alguns derivados de azóis, tais como 

fluconazol e itraconazol, possuem ação fungistática e atuam preferencialmente nas vias de 

biossíntese do ergosterol. O alvo principal é a inativação da enzima 14’-lanosterol 

desmetilase, que por sua vez reduz a conversão de lanosterol em ergosterol dependente de 

citocromo P450. A diminuição da produção de ergosterol interfere na formação da membrana 

celular fúngica, causando desequilíbrio na estrutura da membrana, afetando o crescimento e 

a proliferação celulares (SANGLARD, COSTE, FERRARI, 2009; SHAPIRO, ROBBINS, 

COWEN, 2011; WHITE, MARR, BOWDEN, 1998). Já os imidazóis (miconazol, 

oxiconazole, econazol, cetoconazol, tioconazole e clotrimazole), muito utilizados para 

tratamento de infecções em mucosas, possuem além do mecanismo de depleção do 

ergosterol, a capacidade de desestabilizar as funções de enzimas ATPase em vacúolos, 

interferindo no balanço iônico no interior das células fúngicas (ZHANG et al., 2010). O fato 

de terem ação fungistática, o uso prolongado desses medicamentos pode facilitar a indução 

Antifúngico Formulação  Dose Efetividade Efeitos Adversos 

Fluconazol Comprimidos 50–100 mg/dia Eficaz; recorrência 

após 4 semanas 

náusea, vômito, 

diarreia, dor abdominal Suspensão 100 mg/mL por dia 

Nistatina Suspensão, 60 

mL 

4–6 mL/6 h Eficaz; cura clínica – 

87.5% cura 

micológica – 66% 

Bem tolerado 

Creme, 30 g 2–4 aplicações/dia Não descrito 

Comprimidos 2/8 h náusea, vômito, efeitos 

gastrintestinais 

Anfotericina B Tópico 3 vezes/dia Eficaz; recorrência 

após 12 semanas 

Efeitos renais, 

cardiovasculares, 

medulares e 

neurológicos 

Infusão 100–200 mg/6 h 

Miconazol gel, 2% 100 mg/6 h Eficaz Não descrito; sensação 

de ardência, irritação, 

náusea, diarreia 

Cetoconazol gel, 2% 3 vezes/dia Eficaz náusea, vômito, dor 

abdominal Comprimidos 200 mg 1–2 vezes/dia 

Suspensão, 30 

ou 10 cc 

200 mg (20 mL) 4 

vezes/dia 

Itraconazol cápsulas 100–200 mg/dia Eficaz; recorrência 

em pacientes com 

higiene oral 

deficiente 

náusea, vômito, 

diarreia, dor abdominal 

Clotrimazol gel, 1% 3 vezes/dia Eficaz irritação em pele, 

sensação de ardência Comprimidos, 

10 mg 

5 vezes/dia 

     



20 
 

de resistência na população de células fúngicas restantes (SHAPIRO, ROBBINS, COWEN, 

2011). Já os polienos, representados por anfotericina B, natamicina e nistatina, atuam 

ligando-se diretamente ao ergosterol presente na membrana fúngica. Este processo induz a 

formação de poros, desencadeando desequilíbrio do balanço iônico celular e perda de 

integridade da membrana, culminando com lise da célula (SANGLARD, COSTE, 

FERRARI, 2009). Anfotericina B é mais usada em tratamento de infecções sistêmicas 

(LEMKE, KIDERLEN, KAYSER, 2005; SANGLARD, COSTE, FERRARI, 2009), 

enquanto que nistatina se mostra mais interessante em aplicações tópicas (VANDEPUTTE, 

FERRARI, COSTE, 2012). 

Apesar da excelente atuação no controle fúngico, vários inconvenientes como 

toxicidade, interações antagônicas fármaco-fármaco, falta de eficiência fungicida e alto custo 

são observados quando da utilização desses agentes (BAKHSHI et al., 2012; GAD, FOUDA, 

2020; TSUTSUMI, TAKAKUDA, WAKABAYASHI, 2016; WATTIER, STEINBACH, 

2018). Além disso, as infecções fúngicas orais geralmente são reincidentes, o que gera ainda 

mais resistência ao microrganismo quando da necessidade de submeter o paciente a mais uma 

terapia antifúngica (GAD, FOUDA, 2020; NEPPELENBROEK, 2016). Deste modo, se torna 

necessária a busca por novas e eficazes alternativas terapêuticas. 

As terapias antifúngicas sistêmicas geralmente são ativas contra fungos que são 

liberados das células dispersas pelo biofilme (células planctônicas), mas são parcialmente 

eficazes contra biofilmes (SANCHES et al., 2019), além disso, podem apresentam efeitos 

adversos sistêmicos que geram desconforto ao paciente. Já a aplicação tópica de agentes 

antifúngicos é eficaz apenas por um curto período de tempo. Além disso, esses agentes 

geralmente são afetados negativamente pelo constante fluxo salivar, o que impede a 

permanência do medicamento no local afetado por um período maior de tempo (BAKHSHI 

et al., 2012; MARTINS, GONTIJO, 2017). 

Diante disso, para melhorar os padrões terapêuticos de tratamento das infecções 

causadas por Candida, pesquisas inovadoras são direcionadas para o desenvolvimento de 

alternativas para o tratamento dessas afecções (GONDIM et al., 2018). Dessa forma, o estudo 

de extratos vegetais derivados de plantas medicinais pode proporcionar alternativas viáveis 

e de baixo custo para o tratamento de doenças infecciosas (GONDIM et al., 2019). 

Vários produtos naturais têm efeitos antifúngicos e antimicrobianos, que podem ser 

usados no combate à Candidíase oral (FERREIRA et al., 2015; LAVAEE et al., 2018; 

MARCOS-ARIAS et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2019). Os produtos naturais são mais 

baratos, menos tóxicos e menos propensos a induzir resistência microbiana em comparação 
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com os medicamentos convencionais (FERREIRA et al., 2015; LAVAEE et al., 2018). No 

entanto, alguns desses produtos naturais podem mostrar toxicidade ou causar intolerância; 

portanto, eles devem ser usados com cautela (CHINSEMBU, 2016; RAO et al., 2019). 

Estudos que abordam a atividade de plantas medicinais contra patógenos orais são 

ferramentas importantes na avaliação das propriedades dos extratos de plantas medicinais 

quanto à sua capacidade em inibir o crescimento de microrganismos patogênicos, tais como 

Candida spp. (AGHAZADEH et al., 2016; MADUGULA, 2017) As plantas medicinais 

possuem em sua composição uma série de compostos químicos, que são chamadas de 

metabólitos secundários e estes são responsáveis em fornecer atividade biológica benéfica à 

saúde humana. Esses metabólitos são classificados em alcalóides, cumarinas, flavonoides, 

esteroides, glicosídeos cardioativos, lignanas, óleos essenciais, saponinas, terpenos, entre 

outros. Cada um destes grupos com características e ações específicas sobre os sistemas 

biológicos (CRAGG, NEWMAN, 2013; NEWMAN, CRAGG, 2016; SANTOS et al., 2020). 

 Estudos etnofarmacológicos orientam a busca mundial de novos medicamentos 

antimicrobianos a partir de plantas medicinais usadas por comunidades tradicionais 

(SARTORATTO et al., 2004). Neste sentido, no Brasil, foi lançado, em 2009, o Programa 

Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos, que estimula a pesquisa e o uso da 

biodiversidade brasileira como promotores de riqueza e como ferramentas para uma melhor 

inclusão social e melhoria da qualidade da saúde da população (BRASIL, 2009). Propostas 

como esta reforçam a importância dos recursos naturais como fontes de novas moléculas 

terapêuticas.  

As doenças microbianas têm um profundo impacto econômico na saúde pública, 

especialmente em regiões tropicais e em pacientes imunodeficientes ou imunodeprimidos. 

Adicionalmente, apesar da existência de medicamentos poderosos, algumas cepas de 

microrganismos multirresistentes causam infecções com altas taxas de mortalidade, 

particularmente em pacientes hospitalizados (NASCIMENTO et al., 2000; STAPLETON et 

al., 2004; VILA et al., 2020). 

Alguns estudos têm enfatizado grandes perspectivas para a utilização de produtos 

naturais derivados de plantas, no controle de microrganismos presentes na cavidade oral 

(AHMAD, JAFRI, KHAN, 2020; GAD, FOUDA, 2020; VILA et al., 2020; ZAGO et al., 

2019). Neste sentido, substâncias derivadas de plantas medicinais, obtidas por diversas 

técnicas de extração, de material orgânico advindo de diversas partes das plantas, 

apresentaram atividade antimicrobiana comprovada, muitas vezes com resultados 
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aproximando-se do efeito gerado por medicamentos de escolha (MADUGULA, 2017; XU et 

al., 2019; ZAGO et al., 2019). 

Diante disso, estes e outros resultados utilizando extratos com plantas medicinais 

sugerem que os compostos químicos presentes em várias partes da planta, podem ser 

importantes alternativas terapêuticas às candidíases orais. 

1.3 Schinopsis brasiliensis Engl. 

A Schinopsis brasiliensis Engl pertence à família Anacardiaceae e é uma espécie 

endêmica do Brasil. As plantas são conhecidas popularmente como baraúna, braúna, braúna 

parda, braúna-sertão, quebracho ou ainda, na região de Mato Grosso, chamada de chamacoco 

(Figura 1). É uma planta muito presente no nordeste do Brasil, na região do bioma da 

Caatinga. Diferentes partes da S. brasiliensis, incluindo folhas, casca, caule e fruto, têm sido 

usadas na medicina popular como agentes anti-inflamatórios para várias doenças, como 

gripe, febre, tosse, diarréia, impotência e osteoporose (ALBUQUERQUE, 2006; 

ALBUQUERQUE et al., 2007; ALMEIDA et al., 2005).  

Até o momento, existem poucos estudos que confirmem a atividade farmacológica de 

S. brasiliensis, sendo que a maioria está relacionada ao potencial antimicrobiano. Destaca-se 

a atividade contra Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus oralis, 

Streptococcus mutans, Streptococcus parasanguinis, Enterococcus faecalis, Klebsiella 

pneumoniae, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Candida albicans, C. tropicalis, C. 

guilliermondii e C. krusei dos extratos hidroalcoólicos feitos de casca e folhas de S. 

brasiliensis (FORMIGA FILHO et al., 2015; GUIMARÃES, 2010; JOVITO, 2016; 

SANTOS, 2013; SARAIVA et al., 2011, 2013; SILVA et al., 2015, 2012) e do extrato 

etanólico da casca e folhas e suas frações (hexano, metanol, diclorometano e acetato de etila) 

(MACHADO, 2012; SARAIVA et al., 2011). Por outro lado, o óleo essencial produzido a 

partir das folhas de S. brasiliensis apresentou atividade fraca apenas contra S. aureus 

(DONATI et al., 2015). Outros estudos também demonstraram ação da S. brasiliensis contra 

cepas de microrganismos conhecidamente resistentes aos antibióticos tetraciclina, 

gentamicina e oxacilina (SARAIVA et al., 2011, 2013) e eritromicina (SILVA et al., 2015). 



23 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Imagem da planta S. brasiliensis. Fonte: 

www.arvoresdobiomacerrado.com.br/site/2017/03/30/schinopsis-brasiliensis-engl/  Acesso: 

14 de maio de 2020. 

Estudos apontam que a ação antimicrobiana atribuída ao extrato se deve à presença 

de constituintes químicos, como os compostos fenólicos, que são encontrados vastamente em 

espécies vegetais, e atuam como agentes tóxicos aos microrganismos (BATISH et al., 2008). 

Estudos fitoquímicos preliminares mostraram que a S. brasiliensis tem alto teor de compostos 

fenólicos, como taninos e flavonoides, com maior concentração de taninos, correspondendo 

a 55% do conteúdo fenólico total (SARAIVA et al., 2011). Em outro estudo, foi identificado, 

por meio da cromatografia líquida do extrato da S. brasiliensis, que o ácido gálico (ácido 

3,4,5 – tri-hidroxibenzóico) é o componente majoritário presente na planta (FERNANDES 

et al., 2015). Acredita-se que este importante polifenol, presente em várias plantas, pode 

conferir propriedades antioxidantes, anti-inflamatórias e antimicrobianas (CORRADINI et 

al., 2011). Neste sentido, foi demonstrada a atividade antioxidante de extrato metanol e óleo 

essencial produzidos a partir das folhas de S. brasiliensis (DONATI et al., 2015; SARAIVA 

et al., 2011). Contudo, acredita-se que a ampla variedade de metabólitos que compõem os 

extratos da S. brasiliensis, também pode apresentar efeitos diretos no controle e combate de 

infecções da cavidade oral. Portanto, assim como em outras plantas medicinais, a parte da 

planta usada e o tipo de processo de extração são capazes de interferir na composição e na 

capacidade de ação do produto final (MEDEIROS, ALENCAR, FELISMINO, 2018).  

Atividades inseticidas e moluscicidas foram observadas em experimentos usando 

extratos e frações produzidas com a casca de S. brasiliensis. Dentre eles, o extrato seco e a 

fração clorofórmio apresentaram efeitos diversos em relação ao hexano e acetato de etila 



24 
 

(SANTOS et al., 2014; SILVA, 2011). Extratos de sementes da planta mostraram atividade 

inseticida, porém com resultados de toxicidade que demandam cuidado quanto ao seu uso 

em humanos e na natureza (BARBOSA et al., 2014; OLIVEIRA, 2011; SANTOS et al., 

2014). Por outro lado, os extratos de casca e folhas, quando administrados oralmente para 

camundongos, apresentam toxicidade moderada para os animais (SANTOS, 2013). 

1.4 Sistemas nanométricos para liberação controlada de fármacos 

Os nanomateriais são uma importante divisão dos biomateriais, apresentando 

diversificada aplicação na área biomédica. Os nanomateriais podem apresentar diferentes 

formas tais como partículas, esferas, tubos, filmes, fibras, whiskers entre outras, sendo 

definidos como os materiais que apresentam pelo menos uma dimensão variando entre 1 e 

100 nm (KREYLING, SEMMLER-BEHNKE, CHAUDHRY, 2010). Por apresentarem 

diferentes formas, podem ser usados em diversas aplicações como sensores, filtros, 

catalisadores, sistemas para liberação controlada de fármacos, órteses e próteses para 

aplicações médicas e odontológicas, suporte para crescimento de células e tecidos 

(NAKHAEI, SHAHTAHMASSEBI, 2015; REDDY, XU, YANG, 2011). Recentemente, a 

busca por sistemas de liberação de fármacos mais inteligentes e eficientes está sendo 

realizada com o intuito de melhorar os efeitos terapêuticos e reduzir a toxicidade apresentada 

pelas formulações convencionais de diversos fármacos (BORASCHI, CASTELLANO, 

ITALIANI, 2017). 

A administração de fármacos ou agentes farmacêuticos a pacientes de maneira 

fisiologicamente aceitável tem sido sempre uma preocupação na área da saúde humana. O 

objetivo dos sistemas de administração controlada de fármacos é entregar uma concentração 

pré-determinada a um alvo particular, ao longo de um período de tempo específico, com 

comportamento o mais previsível possível (MEDEIROS et al., 2009; MORIE et al., 2016). 

Novas tecnologias e materiais tem um profundo impacto sobre este processo. Dentre os 

sistemas vetorizados de liberação de farmácos, os nanomateriais constituídos por polímeros 

biodegradáveis têm atraído bastante atenção, gerando inúmeras possibilidades de aplicações 

e usos médico-odontológicos (NASCIMENTO et al., 2019). Estes apresentam degradação 

resultante primariamente da ação de microrganismos, tais como fungos, bactérias e algas de 

ocorrência natural, gerando CO2, CH4, componentes celulares e outros produtos 

(NASCIMENTO et al., 2019; YADAV et al., 2015). Os polímeros biodegradáveis podem 

ser agrupados em duas classes principais: naturais e sintéticos.  
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Os polímeros naturais são formados durante o ciclo de vida de plantas verdes, 

animais, bactérias e fungos. Os mais conhecidos são colágeno, celulose, polissacarídeos 

(quitosanas, quitinas e xantanas), ácidos algínicos (ácidos manurônico e gulurônico), 

polipeptídios naturais (gelatinas) e poliésteres bacterianos (GONDIM et al., 2018; 

NASCIMENTO et al., 2019; YADAV et al., 2015). Apresentam vantagens quanto ao uso 

em sistemas de liberação controlada de fármacos. Por outro lado, os polímeros sintéticos 

biodegradáveis têm sido muito empregados em cápsulas de liberação controlada de fármacos, 

materiais para uso em cirurgias (suturas, clips, pinos para ossos) e para embalagens especiais. 

Dentre os polímeros sintéticos mais usados estão poli(ácido lático) (PLA), poli(ácido 

glicólico) (PGA), poli(ácido glicólico-ácido lático) (PGLA), poli(-caprolactona) (PCL), 

poli(etilenoglicol) PEG (BONAN et al., 2015, 2017; NASCIMENTO et al., 2019). 

O PLA tem sido amplamente utilizado na engenharia biomédica e de tecidos devido 

à sua excelente biocompatibilidade e biodegradabilidade (BHATTARAI et al., 2009; 

IVANOVA, BAZAKA, CRAWFORD, 2014; LUTZ, HOTH, 2006; XU et al., 2009). Além 

disso, os produtos de degradação de PLA são conhecidos por serem não tóxicos para os 

organismos vivos (FATHI-AZARBAYJANI, CHAN, 2010; GUPTA, REVAGADE, 

HILBORN, 2007; KENAWY et al., 2002). Entretanto, o PLA apresenta algumas limitações, 

como sua baixa taxa de degradação, em comparação com outros poliésteres e a presença de 

grupos laterais hidrofóbicos com baixa reatividade. Diante disso, várias técnicas vêm sendo 

utilizadas para melhorar as propriedades físicas, químicas e biológicas do PLA, sendo a mais 

comum a formação de blendas do PLA com diferentes outros polímeros que podem ou não 

ser degradáveis (IVANOVA, BAZAKA, CRAWFORD, 2014; XU et al., 2009). Dentre os 

polímeros combinados ao PLA, o poly(etileno glicol) (PEG) é um dos mais comumente 

usados (WANG et al., 2019). Isto se deve, principalmente, às características de 

biocompatibilidade, baixo custo e fácil processamento, com excelente solubilidade em água 

e em solventes orgânicos que o PEG apresenta (LUTZ, HOTH, 2006). Ainda, PEG apresenta 

baixa toxicidade e ausência de imunogenicidade em humanos, além de boa 

biodegradabilidade e fácil eliminação renal (IVANOVA, BAZAKA, CRAWFORD, 2014). 

Biomateriais contendo PEG são muito utilizados como sistemas de liberação controlada de 

fármacos e curativos (NI et al., 2014; ZANDER et al., 2015). As substâncias que podem ser 

liberadas por sistemas nanométricos podem ser agentes quimioterápicos, antivirais, 

imunossupressores, anti-inflamatórios, antimicrobianos, opióides, hormônios, anestésicos e 

vacinas (ASVADI et al., 2013). Além destes, há um crescente interesse em utilizar os 

medicamentos fitoterápicos (BONAN et al., 2015, 2017; KUMAR et al., 2010; LIU et al., 
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2012; YU et al., 2012) administrados por suas propriedades antinflamatórias, 

antimicrobianas e antifúngicas. 

Estudos recentes apresentam resultados promissores quanto ao desenvolvimento de 

nanomateriais poliméricos para o tratamento e prevenção da candidíase oral em pacientes 

usuários de prótese (AHMAD, JAFRI, KHAN, 2020; GONDIM et al., 2018). Entretanto, a 

ênfase está na utilização de nanopartículas, deixando clara a necessidade de estudos que 

abordem o desenvolvimento de novos formatos e tipos de nanomateriais com aplicação 

promissora na cavidade oral. Por isso, há a importância de se estudar a efetividade de 

nanofibras poliméricas carreando compostos sintéticos ou mesmo naturais, como os extratos 

vegetais. 

As nanofibras tem apresentado uma variada aplicação nas áreas médica e 

odontológica (GONDIM et al., 2019; KIM et al., 2009; NASCIMENTO et al., 2019; 

WILLIAMS, 2009). Possuem propriedades que favorecem o seu uso para o transporte de 

moléculas portadores de carga por meio de uma direção controlada, sendo bastante indicados 

como dispositivos de liberação controlada de fármacos. Podem servir como curativos 

antimicrobianos, arcabouços para reparo tecidual ou mesmo como embalagens inteligentes 

para alimentos e medicamentos (ZHANG, RONCA, MELE, 2017). As mantas de nanofibras 

podem ser empregadas para este fim, incorporando fármacos como antibióticos, 

antineoplásicos, analgésicos, anti-inflamatórios não esteróidais, antimicrobianos e 

antifúngicos, além de produtos naturais derivados de plantas (BONAN et al., 2015; 

GONDIM et al., 2019; NASCIMENTO et al., 2019; TSENG et al., 2013; UHRICH et al., 

1999). 

Fatores como elevada área superficial, que pode ser 100 vezes maior em comparação 

às microfibras, e sua arquitetura facilmente controlável (porosidade, diâmetro etc.) 

favorecem o desenvolvimento dos sistemas baseados em nanofibras. Muitas técnicas para 

produção de nanofibras foram desenvolvidas ao longo dos anos, dentre elas: eletrospinning, 

solution blow spinning e air-brushing (Figura 2). 
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Figura 2. Ilustração da produção de nanofibras. (A) Eletrospinning, (B) Solution Blow 

Spinning e (C) Air-brushing. Fonte (Nascimento et al., 2019). 

 

Cada técnica apresenta limitações quanto ao tamanho da escala das fibras e ao volume 

total de material produzido (LU et al., 2011; MEDEIROS et al., 2009; NASCIMENTO et 

al., 2019). A eletrofiação vem sendo a técnica mais utilizada para produzir fibras poliméricas 

micrométricas, submicrométricas e manométricas. Entretanto, a baixa taxa de produção e a 

limitação em relação às propriedades dielétricas da solução de fiação limitam seu uso em 

escala industrial. Para superar algumas dessas desvantagens, a técnica conhecida como 

solução blow spinning (SBS) foi desenvolvida para produzir micro e nanofibras em uma 

escala maior, com taxas de fiação mais altas e custos reduzidos (MEDEIROS et al., 2009). 

O sistema SBS consiste em bocais concêntricos, através dos quais uma solução de polímero 

e um gás pressurizado são ejetados simultaneamente. Na ponta do bico, as forças 

aerodinâmicas de arrasto e cisalhamento, causadas pelo gás pressurizado que sai do bico, são 

combinadas para formar um cone semelhante ao cone de Taylor - este sendo formado na 

ponta do bico no processo de eletrofiação. As fibras são sopradas da ponta do bico em direção 

a um coletor colocado a uma distância de trabalho fixa, formando as mantas de nanofibras 

desejadas (BONAN et al., 2015, 2017; MEDEIROS et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2011; 

OLIVEIRA, et al., 2013). 

Observa-se, ao longo do tempo, um importante aumento no número de sistemas 

baseados em nanofibras para liberação controlada de produtos derivados de plantas 

medicinais, direcionados para as mais variadas aplicações (GONDIM et al., 2019). Ressalta-

se o uso desses sistemas como curativos e arcabouços de reparo tecidual, potencializando o 

efeito dos derivados de plantas medicinais na estimulação de proliferação celular, controle 

de resposta inflamatória, ação antioxidante e ação antimicrobiana (Bonan et al., 2015, 2017; 

NASCIMENTO et al., 2019; ZHANG, RONCA, MELE, 2017). Direcionados à área médico-
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odontológica, observa-se que a produção de nanofibras visa liberação de extratos brutos, 

frações de extratos, fitoconstituintes isolados e óleos essenciais. 

A escolha do tipo de matriz polimérica usada para a confecção das nanofibras deve 

ser avaliada quanto à interação com as substâncias naturais escolhidas (ZHANG, RONCA, 

MELE, 2017). A melhor combinação entre polímeros e material a ser carreado facilita a 

geração de um sistema com melhor capacidade de controle da liberação dos compostos, 

garantindo uma prolongada ação antimicrobiana e menores níveis de toxicidade ao paciente 

em uso dos dispositivos. Nanofibras poliméricas carreando fármacos de ação antifúngica, 

específicamente anti-Candida spp., vem sendo desenvolvidas ao longo dos anos. A grande 

maioria dos produtos são desenvolvidos usando a técnica de electrospinning para entrega de 

fármacos sintéticos comerciais. Têm sido usados os polímeros poli(vinil pirrolidona) (PVP), 

poli(metil metacrilato) (PMMA), quitosana, poli(óxido de etileno) (PEO), poli(álcool 

vinílico) (PVA), poliacrilonitrila (PAN), zeína, goma-laca, poly(ε-caprolactona) (PCL), 

poliestireno (PS), ciclodextrina. Em composição com estes polímeros estão fármacos como 

fluconazol, anfotericina B, cloreto de cetilpiridínio, voriconazol e clotrimazol (ESENTÜRK 

et al., 2020; KARIMI et al., 2019; SANTOS et al., 2014; SHARMA et al., 2016; 

SIRELKHATIM et al., 2019; TONGLAIROUM et al., 2014, 2015). Por outro lado, é 

crescente número de propostas de nanofibras poliméricas carreando compostos de origem 

natural para controle de infecção por Candida spp. (GONDIM et al., 2019; PILEHVAR-

SOLTANAHMADI et al., 2017). Neste contexto, ainda por técnica de electrospinning, as 

nanofibras mais promissoras foram desenvolvidas para o carreamento de extratos de 

Chamomilla recutita (L.) Rauschert (MOTEALLEH et al., 2014), do fitoconstituinte eugenol 

(SEMNANI et al., 2018), do composto monolaurina (CHINATANGKUL et al., 2018), da 

fração etanólica de extrato de própolis (MORADKHANNEJHAD et al., 2018), de peptídeos 

antimicrobianos derivados de animais marinhos (VIANA et al., 2015) e de óleos essenciais 

de Piper betle L. e de Syzygium aromaticum (TONGLAIROUM et al., 2016). Em todos os 

estudos observou-se a vantagem da liberação controlada dos compostos sintéticos ou 

naturais, reforçando a aplicabilidade de nanofibras poliméricas como modelos de sistemas 

terapêuticos para controle de infecções crônicas por Candida spp. Entretanto, não se 

observam trabalhos adotando a técnica de SBS para produção de nanofibras poliméricas para 

a liberação de produtos naturais derivados de plantas, em especial do bioma Caatinga do 

Brasil. O uso desses sistemas pode ser explorado na Odontologia, principalmente, nas áreas 

de prótese, cariologia, periodontia, implantodontia, cirurgia buco-maxilo-facial e endodontia. 
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A investigação extensiva sobre sistemas de distribuição de fármacos tem sido 

realizada para melhorar os efeitos terapêuticos e para reduzir a toxicidade das formas de 

dosagem convencionais. Sendo assim, o desenvolvimento de uma nanofibra polimérica, 

incorporando produto natural para a utilização como um possível agente terapêutico no 

tratamento de agravos provocados por Candida spp. em pacientes usuários de prótese se torna 

bastante relevante.  
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OBJETIVOS 

2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL  

 

Desenvolver e caracterizar nanofibras poliméricas de PLA/PEG incorporadas com 

extrato seco nebulizado da folha da Schinopsis brasiliensis Engler e avaliar a atividade 

biológica sobre o gênero Candida spp. e citocompatibilidade. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a) Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Fungicida 

Mínima (CFM) do extrato nebulizado da folha de S. brasiliensis sobre espécies do 

gênero Candida. 

b) Produzir nanofibras poliméricas de PLA/PEG incorporando o extrato da S. 

brasiliensis usando a técnica de Solution Blow Spinning-SBS. 

c) Caracterizar as nanofibras poliméricas de PLA/PEG incorporando extrato S. 

brasiliensis através de ensaios físico-químicos e de imagem. 

d) Avaliar o efeito das nanofibras poliméricas de PLA/PEG incorporando extrato S. 

brasiliensis na cinética de inibição multi-espécie de C. albicans, C. tropicalis e C. 

krusei nos tempos de 1, 2, 4, 6, 8, 12 e 24h através da contagem das Unidades 

Formadoras de Colônia (UFC). 

e) Avaliar a citocompatibilidade in vitro das nanofibras poliméricas de PLA/PEG 

incorporando extrato S. brasiliensis em linhagens de células VERO. 
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METODOLOGIA 

3 METODOLOGIA  

 

3.1 CARACTERIZAÇÃO DO ESTUDO 

  Trata-se de um estudo com abordagem indutiva com procedimento comparativo-

estatístico por meio da técnica de observação direta intensiva em laboratório. 

3.2 OBTENÇÃO DO EXTRATO DE S. brasiliensis 

O extrato nebulizado da folha da S. brasiliensis Engl. foi preparado pelo Laboratório 

de Desenvolvimento e Ensaios de Medicamentos (LABDEM) da Universidade Estadual da 

Paraíba, Campina Grande, Paraíba e depositadas no herbarium Professor Jayme Coelho 

(Herbarium Code EAN) da Universidade Federal da Paraíba sob o número EAN-14049. O 

extrato então foi gentilmente cedido para o uso neste projeto e as caracterizações dos extratos 

encontram-se publicados em (FERNANDES et al., 2015). 

3.3 CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (CIM) E CONCENTRAÇÃO 

FUNGICIDA MÍNIMA (CFM) 

Inicialmente, o extrato da folha da S. brasiliensis foi submetido a testes 

microbiológicos para definir as concentrações capazes de inibir o crescimento e o 

desenvolvimento dos fungos. Para tanto, a determinação da CIM dos extratos foi realizada 

contra cepas de Candida albicans ATCC 90028, C. tropicalis ATCC 750, C. krusei ATCC 

341 e C. glabrata ATCC 2001 e sobre três cepas de C. albicans e duas de C. tropicalis de 

isolados clínicos de paciente com mucosite oral cedidos pelo Laboratório de Farmacologia 

Experimental e Cultivo Celular – CCS/UFPB utilizando a técnica da microdiluição descrito 

pelo Laboratory and Standards Institute (CLSI, 2008). Inicialmente, foram distribuídos 100 

µL de caldo Sabouraud Dextrose (CSD) (KASVI, Curitiba, PR, Brasil) nos orifícios das 

placas de microdiluição. Em seguida, 100 µL das soluções teste, extrato na concentração 

incial de 4 mg/mL e Nistatina com concentração inicial de 96 µg/mL foram distribuídos em 

cada poço e diluído seriadamente, a partir da retirada de uma alíquota de 100 µL da cavidade 

mais concentrada para a cavidade sucessora. Nos orifícios de cada coluna foram dispensadas 

alíquotas de 100 µL do inóculo, padronizado em espectrofotômetro, no comprimento de onda 
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de 530 nm, o qual corresponde a concentração de 2,5 x 103 CFU/mL (FREIRES et al., 2014; 

GONDIM et al., 2018). 

Como controle negativo foi utilizado o ácido gálico. Paralelamente, foram realizados 

o controle da viabilidade da cepa (controle de crescimento) e o controle de esterilidade do 

meio.  O ensaio foi realizado em triplicata, e as placas de microdiluição foram incubadas em 

estufa por 48h a 35ºC. A leitura para determinação da CIM das soluções foi feita pelo método 

visual, levando-se em consideração a formação ou não de aglomerados de células (“botão”) 

no fundo dos poços. Dessa forma, a CIM foi considerada a menor concentração capaz de 

inibir visivelmente o crescimento das leveduras utilizadas no ensaio. Para confirmação da 

presença de microrganismos viáveis ou não nas concentrações inibitórias foi utilizado o 

corante TTC (2,3,5 cloreto de trifenil tetrazólico) (DINÂMICA, São Paulo, Brasil) no 

volume de 10 µL (GONDIM et al., 2018). Tal corante é capaz de refletir a atividade de 

enzimas desidrogenases, envolvidas no processo de respiração celular, o que torna possível 

a identificação de amostras viáveis, coradas em vermelho, das não viáveis que mantêm a 

coloração original (KUN, 1951; NICKERSON, MERKEL, 1953). 

A CFM foi determinada após a leitura de CIM, coletando alíquotas de 50 µL das 

subculturas correspondentes ao CIM, CIM x 2 e CIM x 4 e inserindo-as em placas de Petri 

contendo o Agar Sabouraud Dextrose (ASD) (KASVI, Curitiba, PR, Brasil). As placas foram 

incubadas a 35ºC por 24 h. O CFM foi considerado a menor concentração das soluções que 

não permitiram crescimento visível na subcultura. A relação CFM / CIM foi calculada e 

determinou-se o efeito fungiostático (CFM / CIM ≥ 4) ou fungicida (CFM / CIM <4) de cada 

solução (GONDIM et al., 2018; MAYER, WILSON, HUBE, 2013). 

3.4 DESENVOLVIMENTO DAS NANOFIBRAS POLIMÉRICAS INCORPORANDO 

EXTRATO DA S. brasiliensis 

3.4.1 Materiais 

Para a confecção das nanofibras foram utilizados os polímeros: Poli (D, L-ácido 

láctico), PDLLA, (PLA 4060D, Massa Molar = 120 kg.mol-1) e poli (etilenoglicol) PEG 

foram obtidos de Jamplast, MO, USA, em forma de pellets. Clorofórmio (ClCH3, > 98% 

pureza), obtido da Sigma Aldrich, BR. Como solvente, foi usado o Clorofórmio (ClCH3), 

com > 98% pureza (Sigma Aldrich, Brasil).  
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3.4.2 Formulações para dissolução e solubilização do composto PLA/PEG/Bra 

As formulações foram preparadas seguindo metodologia proposta por Bonan et al., 

(2015). Previamente, uma solução estoque foi preparada solubilizando PLA (15% m/v) em 

clorofórmio. Adicionou-se PEG à 30% (p/p) em relação ao PLA (base seca). Posteriormente, 

foram adicionadas as proporções de extratos da planta. Foi utilizado uma concentração de 

10% de volume final do extrato da S. brasiliensis nas concentrações de 315, 625, 1250 e 2500 

µg/mL que correspondem aos valores de 10X a CIM/2, CIM, CIMx2 e CIM x4 (Item 3.3).  

3.4.3 Fiação das nanofibras poliméricas de PLA/PEG incorporando extrato de S. brasiliensis 

Para a produção das fibras poliméricas, foi utilizada a tecnologia de SBS, que 

consistia em um sistema de fiação (bocais concêntricos com um comprimento de protrusão 

de 0,5 mm), uma bomba de injeção de polímero (bomba do aparelho Harvard 11), um coletor 

e uma fonte de ar comprimido (Chiaperini MC 124L 7.6-2HP) (KAMYAR et al., 2018; 

MEDEIROS et al., 2009). As soluções de PLA/PEG/Bra foram fiadas conforme mencionado 

por (ALWATTAR et al., 2019). Então as soluções de 10% de S. brasiliensis de extrato da 

planta nas concentrações de 315, 625, 1250 e 2500 µg/mL em PLA produziram fibras por 

SBS convencional. Para a fiação, foram adotados os seguintes parâmetros: bico interno de 

1,2 mm de diâmetro, tubo de saída para ar comprimido de 2 mm, distância de trabalho de 15 

cm, pressão de 30 Psi, taxa de fluxo de 7,2 mL/h, distância de trabalho do coletor de 200 mm 

(OLIVEIRA et al., 2013; PARIZE et al., 2016). 

3.5 CARACTERIZAÇÃO DAS NANOFIBRAS POLIMÉRICAS PLA/PEG/Bra 

3.5.1 Morfologia das nanofibras 

A morfologia da superfície das fibras foi investigada usando Microscópio Eletrônico 

de Varredura (MEV Tescan modelo Vega3 LMU), em parceria com o Laboratório 

Multiusuário do Instituto de Química da Universidade Federal de Uberlândia, Uberlândia, 

MG, Brasil. Cada amostra foi recoberta com 8 nm de camada de ouro para materiais não 

condutores (Gatan Model 682 Precision Etching Coating System, USA). Para cada amostra, 

as imagens foram obtidas utilizando detectores secundários (SE) e retroespalhados (BSD), 

com ampliações de 100, 500, 1.000, 5.000 e 10.000, 3-8 kV voltagem de aceleração do feixe 

de elétrons e spot size 1-3 para prevenir a deformação da amostra. Os diâmetros médios de 

100 fibras foram contados utilizando o software ImageJ (MEDEIROS et al., 2009). 
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3.5.2 Comportamento Térmico 

Experimentos com as nanofibras de PLA/PEG/Bra foram realizados em analisador 

termogravimétrico (DTG-60, Shimadzu, Alemanha), sob atmosfera de nitrogênio, e taxa de 

fluxo de 50 mL⋅min−1. As amostras foram submetidas à temperatura de 600°C e taxa de 

varredura de 10°C/min, usando cadinhos de platina (OLIVEIRA et al., 2013). Análises de 

Termogravimetria (TG) foi realizada em equipamento DTG-60 (Shimadzu, Alemanha), 

empregando regime de aquecimento dinâmico no ar para garantir a remoção da fase orgânica. 

As amostras contendo 10 mg, cada, foram aquecidas a 10°C.min-1 a 600°C. 

3.5.3 Estrutura química das nanofibras de PLA/PEG/Bra 

Espectros de Infravermelho (IV) das fibras foram registrados no espectrômetro 

IRAffinity-1/FTIR-8000 (Shimadzu, Alemanha), em modo de refletância à temperatura 

ambiente. Todas as amostras foram escaneadas na região de 4000 para 400 cm−1 com uma 

resolução de 4 cm−1 (LIU et al., 2014). Os espectros foram tirados de uma média de 40 

varreduras para cada amostra, com 3 repetições por amostra (BILBAO-SAINZ et al., 2014). 

3.6 TESTES BIOLÓGICOS  

3.6.1 Cinética de inibição multiespécies 

Para desenvolver o inóculo multiespécies foram utilizadas C. albicans ATCC 60193, 

C. tropicallis CBS 94 e C. krusei CBS 73. Os microrganismos foram cultivados em meio 

CSD (KASVI, Curitiba, PR, Brasil) à 35°C por 24h e o número de células foi ajustado para 

aproximadamente 2 x 103 UFC/mL. Em seguida, a suspensão final foi preparada misturando 

volume igual de 5 mL de cada inóculo em um tubo de vidro. As células fúngicas foram então 

incubadas em placas de 96 poços, de acordo com a técnica de microdiluição, às quais foram 

adicionadas 10 mg das nanofibras poliméricas sem e com os extratos nas concentrações 315, 

625, 1250 e 2500 µg/mL, sendo  incubadas a 35ºC por 24 h. Ao longo das 24h de incubação, 

alíquotas de 10 µL de cada amostra testada foram coletadas e semeadas em placas de ASD 

em intervalos de tempo predeterminados (0, 1, 2, 4, 6, 8, 12 e 24 horas) e incubadas a 35ºC 

por 24 h. Controles de esterilidade do meio de cultura e viabilidade de levedura também 

foram realizados. O número de Unidades Formadoras de Colônia (UFC) viáveis foi contado 

e os valores foram expressos em log UFC/mL. Os resultados foram representados 
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graficamente a curva de morte celular dos fungos em função do tempo. Os testes foram 

realizados em triplicata (GONDIM et al., 2018). 

 

3.6.2 Testes in vitro para compatibilidade em linhagens de células Vero  

Para os ensaios de biocompatibilidade foi adotada a linhagem de células Vero (ATCC 

CCL-81) (ASTM, 2012; ISO, 2009). As células foram mantidas em Meio Essencial Mínimo 

(MEM) suplementado com 10% soro bovino fetal (SBF), 1% Penicilina/Estreptomicina, a 

37°C em atmosfera de 5% de CO2. Os repasses de cultivos foram feitos a cada 48h em frascos 

de cultivo estéreis. As células foram resuspendidas à uma concentração de 2,5 x 105 

células/mL e cultivadas a 35°C, 5% de CO2, na presença ou ausência das nanofibras 

produzidos. Foram utilizados como controles do teste as nanofibras sem extrato e etanol 70% 

(controle de morte celular). Os cultivos foram mantidos em contato com os materiais por 24h 

para avaliação da viabilidade celular (LOUIS, SIEGEL, 2011). Foi realizada a contagem do 

número total de células viáveis e não viáveis em cada quadrante da câmara de Neubauer. A 

média foi calculada e multiplicada por 104 para obter o número de células por mL de amostra. 

Em seguida o valor foi multiplicado por 2 para corrigir a diluição da amostra no corante azul 

de tripan. A determinação do percentual de células viáveis foi calculada seguindo: 

 

 

 

3.7 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS  

As linhagens clínicas de Candida spp. foram coletadas anteriormente em projeto 

aprovado por CEP (protocolo CAAE: 43911715.8.0000.5188). O uso de linhagens 

comerciais de células Vero (ATCC CCL-81) cultivadas e mantidas em laboratório, o que 

dispensa aprovação em Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (CEP), 

assim como dispensa avaliação de Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA). 

3.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os resultados das curvas de cinética foram analisados por ANOVA One Way, seguida 

pela comparação múltipla de Tukey post-hoc para cada tempo para avaliar a comparação 
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entre as nanofibras, nistatina e o controle de crescimento. Para os resultados dos testes de 

diâmetro das nanofibras e viabilidade celular foram apresentados como mediana de valores 

dos grupos testados. As comparações foram realizadas pelo teste de Kruskal Wallis, seguido 

de Dunn’s post hoc (α=0.05), usando software GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, San 

Diego, CA, USA). 
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ARTIGO 

4 ARTIGOS 
 

4.1 APRESENTAÇÃO 

 

O projeto de pesquisa foi desenvolvido e aprovado em qualificação pelo Programa de 

Pós-Graduação em Odontologia da UEPB. Mediante execução desse projeto, dois artigos são 

apresentados nesta tese:  

 

1. PLANT EXTRACTS-LOADED IN NANOSTRUCTURED DRUG DELIVERY 

SYSTEMS AS ALTERNATIVES FOR THE TREATMENT OF PARASITIC AND 

ANTIMICROBIAL DISEASES. 

O artigo publicado no periódico Current Pharmaceutical Design (ISSN: 1381-6128; 

Fator de impacto: 2.412; Qualis /Referência A3). 

 

2. DESENVOLVIMENTO DE DISPOSITIVO BASEADO EM NANOFIBRAS 

POLIMÉRICAS INCORPORANDO EXTRATO SECO DE Schinopsis brasileinsis 

Engler PARA TRATAMENTO DE ESTOMATITE PROTÉTICA. 

O artigo será submetido ao periódico Archives of Oral Biology (ISSN: 0003-9969; 

Fator de impacto: 1.663; Qualis /Referência A1), cujas normas para submissão de trabalhos 

são apresentadas no Anexo A. 
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ABSTRACT 

 

Objective: To develop and characterize polymeric nanofibers of PLA / PEG incorporated 

with dry leaf extract of Schinopsis brasiliensis Engl. for the treatment of prosthetic stomatitis. 

Design: The minimum inhibitory/fungicidal concentrations (MIC/MFC) of the nebulized 

extract of S. brasiliensis against Candida spp. were determined. Solution blowing spinning 

(SBS) method was used for the production of polymeric nanofibers, PLA/PEG (70/30%) and 

concentration of 10% of the extract in the concentrations of 10X to MIC/2, MIC, MICx2 and 

MICx4, and characterized by scanning electron microscopy, infra-red spectrophotometry and 

thermal behavior. The action of nanofibers on growth kinetics by counting colony-forming 

units (CFU) was evaluated on multi-species inoculum. For biocompatibility assays the Vero 

cell line was adopted. Data were analyzed by ANOVA One Way, Tukey's multiple post-hoc, 

Kruskal Wallis test and Dunn’s post hoc (α=0.05). Results: The MIC88.8% of S. brasiliensis 

was 62.5 µg/mL. The MFC/MIC ratio revealed fungicidal activity of the extract for all 

strains. The morphology of the nanofibers was as expected by the SBS technique in all tested 

compositions. The analysis of the nanofibers diameter revealed that the addition of S. 

brasiliensis extract produced less thick fibers (p<0.05) when compared to PLA/PEG fibers. 

The PLA/PEG/Bra fibers showed loss of mass in two stages. The spectra that prove the 

functional groups of the S. brasiliensis extract are related to the groups present in gallic acid 

in waves 2926, 1713 and 1265 cm-1. The PLA/PEG/Bra 2500 nanofiber was able to reduce 

fungal growth after 4 hours of incubation, similar to that observed when compared to nystatin 

in the MIC concentration. All nanofibers were compatible with use in mammals. 

Conclusions: PLA/PEG polymeric nanofibers, produced by SBS, incorporating S. 

brasiliensis extract in different concentrations, proved to be biocompatible for use in humans, 

being able to inhibit the growth of Candida spp. This study points to the potential application 

of nanofibers incorporated with plant extracts to control prosthetic stomatitis. 

 

 

Keywords:  Denture Stomatitis, Therapeutics, Plant Extracts, Nanofibers, Candida spp. 
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1. Introdução 

A candidíase oral em pacientes portadores de prótese dentária, também conhecida 

como estomatite protética, é uma infecção fúngica oportunista que ocorre quando existe o 

crescimento excessivo de leveduras do gênero Candida spp., com destaque para espécie C. 

albicans (Wady et al., 2012). Como tratamento convencional indica-se a limpeza e 

substituição de próteses contaminadas por fungos, em associação à quimioterapia para 

tratamento das manifestações em mucosa do paciente (Marra et al., 2012; Paranhos et al., 

2014; Yildirim-Bicer, Peker, Akca, & Celik, 2014). O uso de soluções de hipoclorito de sódio 

a 1% pode afetar as características da prótese e promover desgaste excessivo do material 

(Gondim et al., 2018), ao passo que o tratamento clínico baseado no uso de antifúngicos das 

classes dos azólicos e poliênicos, apresenta reações adversas, irritação na mucosa oral e 

indução de perfil de resistência das cepas fúngicas (Gad & Fouda, 2020). 

Alternativamente, o uso de produtos naturais e de medicamentos fitoterápicos vem 

sendo buscado como auxiliar ou mesmo como substituição do tratamento convencional 

baseado em fármacos sintéticos. Vislumbra-se a possibilidade de diminuir os efeitos 

deletérios do tratamento convencional tanto no material de prótese, como em mucosa oral do 

paciente (Gondim et al., 2018; Marcos-Arias, Eraso, Madariaga, & Quindós, 2011). Acredita-

se que cerca de 10.000 espécies de plantas tenham aplicações médicas. Dentre elas, encontra-

se a Schinopsis brasiliensis Engler, uma planta muito presente no nordeste do Brasil, na 

região do bioma da Caatinga. O extrato da planta demonstrou alto teor de compostos 

fenólicos, como taninos e flavonoides, com maior concentração de taninos, correspondendo 

a grande parte do conteúdo fenólico total (dos Reis Luz et al., 2018; Fernandes et al., 2015). 

A presença desses constituintes químicos tem sido relatada como os responsáveis pelas 

promissoras ações antimicrobianas, antifúngicas e anti-inflamatórias (Formiga Filho et al., 

2015; Jovito, 2016; Saraiva et al., 2013). 

Contudo, considerando a grande variedade desses metabólitos presentes nas plantas, 

estratégias para a liberação controlada dos fitoconstituintes tornam-se desejáveis. Desta 

forma, torna-se possível controlar ou mesmo inibir a degradação dos compostos bioativos ao 

longo do tempo de uso em ambiente vivo, assim como facilitar o processo de preparo de 

formulações farmacêuticas, aumentando a aderência ao uso do produto pelo paciente. A 

liberação controlada permite, ainda, diminuição dos efeitos colaterais e tóxicos ao organismo 

humano (Gondim et al., 2019; Simona, Florina, Rodica, Evelyne, & Maria-Corina, 2017). 

Devido às suas propriedades químicas e físicas, os nanomateriais têm sido 

amplamente utilizados no desenvolvimento e na administração de medicamentos (Aldrich, 
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Kuss, Duan, & Kielian, 2019; Bonan et al., 2017, 2015; Han et al., 2018). Nanoestruturas 

poliméricas, em geral, apresentam ótima biocompatibilidade, biodegradabilidade, 

tolerabilidade e mucoadesividade, sendo indicados como bons sistemas de liberação 

controlada de fármacos (Aldrich et al., 2019; Han et al., 2018). Apresentam-se termicamente 

e mecanicamente estáveis (Dumitriu et al., 2014; Medeiros, Glenn, Klamczynski, Orts, & 

Mattoso, 2009; Pelipenko, Kocbek, & Kristl, 2015; Rezaei, Ghani, Shoushtari, & Rabiee, 

2016), sendo compostas por estruturas amorfas ou semi-cristalinas de várias formas, como 

nanoesferas, nanopartículas, filmes e nanofibras (Rezaei et al., 2016; Vasita & Katti, 2019). 

Neste sentido, as nanofibras a base de polímeros naturais ou sintéticos podem ser utilizados 

como sistemas de administração de medicamentos baseada em sistemas capazes de controlar 

e até prolongar a liberação do medicamento. 

Dentre os polímeros sintéticos utilizados para a confecção de nanofibras para 

sistemas de liberação, o PLA tem sido amplamente utilizado devido à sua excelente 

biocompatibilidade e biodegradabilidade (Bhattarai et al., 2009; Ivanova, Bazaka, & 

Crawford, 2014; Lutz & Hoth, 2006; Xu et al., 2009). Entretanto, o PLA apresenta algumas 

limitações principalmente para a engenharia biomédica, como sua baixa taxa de degradação 

e a presença de grupos laterais hidrofóbicos com baixa reatividade. Diante disso, várias 

técnicas vêm sendo utilizadas para melhorar as propriedades físicas, químicas e biológicas 

do PLA, sendo a mais comum a formação de blendas do PLA com diferentes outros 

polímeros que podem ou não ser degradáveis (Ivanova et al., 2014; Xu et al., 2009). Dentre 

os polímeros combinados ao PLA, o poly(ethylene glycol) (PEG) é um dos mais comumente 

usados (Wang, Sun, Yin, & Xu, 2019). Isto se deve, principalmente pela sua excelente 

solubilidade em água e em solventes orgânicos (Lutz & Hoth, 2006). Além disso, PEG 

apresenta baixa toxicidade e ausência de imunogenicidade em humanos, além de boa 

biodegradabilidade e fácil eliminação renal (Ivanova et al., 2014; Ni et al., 2014; Zander, 

Hua, Wiener, Vogt, & Becker, 2015). 

Levando-se em consideração que as nanofibras podem ser utilizadas como 

dispositivos de liberação controlada de fármacos e que estes visam manter a concentração do 

fármaco em níveis terapêuticos por maiores períodos de tempo (Bonan et al., 2015), estudos 

que avaliem a ação de nanofibras poliméricas carreando fármacos e extratos de plantas sobre 

Candida spp., se fazem importantes. A utilização desses dispositivos para a liberação 

controlada dos fármacos objetiva reduzir a toxicidade terapêutica. Também permite que 

concentrações minimamente efetivas atuem constantemente através do contato direto, com 

ação tópica e com pouca repercussão sistêmica. Diante disso, o objetivo deste estudo foi 
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desenvolver e caracterizar nanofibras poliméricas de PLA/PEG incorporadas com extrato 

seco da folha da S. brasiliensis para tratamento de estomatite protética, avaliar a atividade 

antifúngica sobre Candida spp. e sua compatibilidade em linhagens de células Vero. 

2. Materiais e métodos 

2.1 Obtenção dos extratos da S. brasiliensis  

O extrato nebulizado da folha da S. brasiliensis foi preparado pelo Laboratório de 

Desenvolvimento e Ensaios de Medicamentos (LABDEM) da Universidade Estadual da 

Paraíba, Campina Grande, Paraíba e depositadas no herbarium Professor Jayme Coelho 

(Herbarium Code EAN) da Universidade Federal da Paraíba sob o número EAN-14049. Os 

extratos então foram gentilmente cedidos para o uso neste projeto e as caracterizações dos 

extratos encontram-se publicados (FERNANDES et al., 2015). 

2.2 Determinação da Concentração Inibitóra Mínima (CIM) e Concentração Fungicida 

Mínima (CFM) 

A determinação da CIM dos extratos foi realizada contra cepas de C. albicans ATCC 

90028, C. tropicallis ATCC 750, C. krusei ATCC 341 e C. glabrata ATCC 2001 e sobre três 

cepas de C. albicans e duas de C. tropicallis de isolados clínicos de paciente com mucosite 

oral cedidos pelo Laboratório de Farmacologia Experimental e Cultivo Celular – CCS/UFPB 

utilizando a técnica da microdiluição (CLSI, 2008). Após a distribuição de 100 µL de caldo 

Sabouraud Dextrose (CSD) (KASVI, Curitiba, PR, Brasil) nos orifícios das placas de 

microdiluição, 100 µL dos extratos na concentração inicial de 4 mg/mL foi distribuído em 

cada poço e diluídos seriadamente. Por fim, foram dispensadas alíquotas de 100 µL do 

inóculo, padronizado a 2,5 × 103 CFU/mL em espectrofotometria (abs 0,08–0,1 em filtro 530 

nm) (Freires et al., 2014; Gondim et al., 2018). Foi utilizada a nistatina (3M, São Paulo, 

Brasil) em uma concentração inicial de 96 µg/mL e o ácido gálico a uma concentração inicial 

de 4 µg/mL. Controles de viabilidade celular, esterilidade média e solução de ácido gálico 

(componente majoritário do extrato) foram realizados simultaneamente com o ensaio. Os 

ensaios foram realizados em triplicata e as placas incubadas por 24h a 35ºC. A CIM foi 

considerada a menor concentração capaz de inibir visivelmente o crescimento das leveduras 

utilizadas no ensaio, confirmado pelo corante TTC (2,3,5 cloreto de trifenil tetrazólico) 

(DINÂMICA, São Paulo, Brasil) no volume de 10 µL (Gondim et al., 2018). 
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Em seguida, foram retiradas alíquotas de 50 µL das subculturas correspondentes ao 

CIM, CIM x 2 e CIM x 4 e inseridas em placas de Petri contendo Agar Sabouraud Dextrose 

(ASD) (KASVI, Curitiba, PR, Brasil). As placas foram incubadas a 35ºC por 24 h. A CFM 

foi considerado a menor concentração das soluções que impediu o crescimento visível no 

subcultivo. A relação CFM/CIM foi calculada e determinou-se o efeito fungistático (CFM / 

CIM ≥ 4) ou fungicida (CFM/CIM <4) de cada solução (Gondim et al., 2018; Mayer, Wilson, 

& Hube, 2013). 

2.3 Confecção das Nanofibras 

2.3.1 Materiais 

Para a confecção das nanofibras foram utilizados os polímeros: Poli (D, L- ácido 

láctico), PDLLA, (PLA 4060D, Massa Molar = 120 kg.mol-1) e poli (etilenoglicol) PEG 

foram obtidos de Jamplast MO USA em forma de pellets. Clorofórmio (ClCH3, > 98% 

pureza), obtido da Sigma Aldrich, BR. Como solvente, foi usado o Clorofórmio (ClCH3), 

com > 98% pureza (Sigma Aldrich, BR).  

2.3.2 Fiação das nanofibras de PLA/PEG incorporando extrato da S. brasiliensis 

Para a produção das fibras poliméricas, foi utilizada a tecnologia de SBS, que 

consistia em um sistema de fiação (bocais concêntricos com um comprimento de protrusão 

de 0,5 mm), uma bomba de injeção de polímero (bomba do aparelho Harvard 11), um coletor 

e uma fonte de ar comprimido (Chiaperini MC 124L 7.6-2HP) (Kamyar et al., 2018). As 

soluções de polímero foram preparadas solubilizando PLA (15% m/v) em clorofórmio. 

Adicionou-se PEG à 30% (p/p) em relação ao PLA (base seca). Foi utilizado uma 

concentração de 10% de volume final do extrato da S. brasiliensis nas concentrações de 315, 

625, 1250 e 2500 µg/mL que correspondem aos valores de 10 x a CIM/2, CIM, CIM x 2 e 

CIM x 4 (Item 2.2). As soluções poliméricas foram fiadas adotado os seguintes parâmetros: 

bico interno de 1,2 mm de diâmetro, tubo de saída para ar comprimido de 2 mm, distância de 

trabalho de 15 cm, pressão de 30 psi, taxa de fluxo de 7,2 mL/h, distância de trabalho do 

coletor de 200 mm (Oliveira, Medeiros, et al., 2013; Oliveira, Mattoso, Orts, & Medeiros, 

2013). 
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2.3.3 Caracterizações das nanofibras 

Morfologia das nanofibras 

A morfologia da superfície das fibras foi investigada usando Microscópio Eletrônico 

de Varredura (MEV Tescan modelo Vega3 LMU). Cada amostra foi recoberta com 8 nm de 

camada de ouro para materiais não condutores (Gatan Model 682 Precision Etching Coating 

System, USA). Para cada amostra, as imagens foram obtidas utilizando detectores 

secundários (SE) e retroespalhados (BSD), com ampliações de 100, 500, 1.000, 5.000 e 

10.000, 3-8 kV voltagem de aceleração do feixe de elétrons e spot size 1-3 para prevenir a 

deformação da amostra. Os diâmetros médios de 100 fibras foram contados utilizando o 

software ImageJ (versão 1.48, NIH, Bethesda, MD, EUA) (Medeiros et al., 2009; Santos, 

Viera, Oliveira, Zanin, & Borsatti, 2014). 

Comportamento Térmico 

A análise termogravimétrica foi realizada em analisador termogravimétrico (DTG-

60, Shimadzu, Alemanha), sob atmosfera de nitrogênio, e taxa de fluxo de 50 ml⋅min−1. As 

amostras foram submetidas à temperatura de 600°C e com razão de aquecimento de 

10°C/min, usando cadinhos de platina. A análise termogravimétrica (TG) foi realizada em 

equipamento DTG-60 (Shimadzu, Alemanha), empregando regime de aquecimento dinâmico 

no ar para garantir a remoção da fase orgânica. As amostras contendo 10 mg, cada, foram 

aquecidas a 10 °C.min-1 a 600°C (Oliveira, Mattoso, et al., 2013). 

Estrutura química das nanofibras de PLA/PEG/Bra 

Espectros de Infravermelho (IV) das fibras foram registrados no espectrômetro 

IRAffinity-1/FTIR-8000 (Shimadzu, Alemanha), em modo de refletância à temperatura 

ambiente. Todas as amostras foram escaneadas na região de 4000 para 400 cm−1 com uma 

resolução de 4 cm−1 (Liu et al., 2014). Os espectros foram tirados de uma média de 40 

varreduras para cada amostra, com três repetições por amostra (Bilbao-Sainz et al., 2014).  
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2.4 Testes Biológicos  

2.4.1 Cinética de inibição multiespécies de Candida spp. 

Para desenvolver o inóculo multiespécie foram utilizadas C. albicans ATCC 60193, 

C. tropicallis CBS 94 e C. krusei CBS 73. Os microrganismos foram cultivados em meio 

CSD à 35 °C por 24 h e o número de células foi ajustado para aproximadamente 2 x 103 

UFC/mL. Em seguida, a suspensão final foi preparada misturando volume igual de 5 mL de 

cada inóculo em um tubo de vidro. As células fúngicas foram então incubadas em placas de 

96 poços, de acordo com a técnica de microdiluição, às quais foram adicionadas 10 mg das 

nanofibras poliméricas incorporadas com os extratos nas concentrações de 315, 625, 1250 e 

2500 µg/mL.  

Como controle positivo, foi utilizado a Nistatina e o extrato nas concentrações de 

CIM e CIMx4 (12 e 250 µg/mL, respectivamente). Em seguida, as placas foram incubadas a 

35 ºC por 24 h. Ao longo das 24h de incubação, alíquotas de 10 µL de cada amostra testada 

foram coletadas e semeadas em placas de ágar Sabouraud-Dextrose em intervalos de tempo 

predeterminados (0, 1, 2, 4, 6, 8, 12 e 24 horas) à 35 ºC e mantidas, cada alíquota, por 24 h. 

Controles de esterilidade do meio de cultura e viabilidade de levedura também foram 

realizados. O número de Unidades Formadoras de Colônia (UFC) viáveis foi contado e os 

valores foram expressos em log UFC/mL. Os resultados foram representados graficamente a 

curva de morte celular dos fungos em função do tempo. Os testes foram realizados em 

triplicata (Gondim et al., 2018). 

 

2.42 Testes in vitro para compatibilidade em linhagens de células Vero  

Para os ensaios de biocompatibilidade foi adotada a linhagem de células Vero (ATCC 

CCL-81). As células foram mantidas em Meio Essencial Mínimo (MEM) suplementado com 

10% soro bovino fetal (SBF), 1% Penicilina/Estreptomicina, a 35 °C em atmosfera de 5% de 

CO2. Os repasses de cultivos foram feitos a cada 48h em frascos de cultivo estéreis. As células 

foram resuspendidas à uma concentração de 2,5 x 105 células/mL e cultivadas a 37°C, 5% de 

CO2, na presença ou ausência das nanofibras produzidos. Foram usados como controles do 

teste as nanofibras sem extrato e etanol 70% (controle de morte celular). Os cultivos foram 

mantidos em contato com os materiais por 24 h para avaliação da viabilidade celular, 

seguindo protocolo de (Louis & Siegel, 2011). Foi realizada a contagem do número total de 

células viáveis e não viáveis em cada quadrante da câmara de Neubauer. A média foi 

calculada e multiplicada por 104 para obter o número de células por mL de amostra. Em 
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seguida o valor foi multiplicado por 2 para corrigir a diluição da amostra no corante azul de 

tripan. A determinação do percentual de células viáveis foi calculada seguindo: 

 

 

 

2.7 Considerações éticas 

As linhagens clínicas de Candida spp. foram coletadas anteriormente em projeto 

aprovado por CEP (protocolo CAAE: 43911715.8.0000.5188). O uso de linhagens 

comerciais de células Vero (ATCC CCL-81) cultivadas e mantidas em laboratório, o que 

dispensa aprovação em Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (CEP), 

assim como dispensa avaliação de Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA). 

2.8 Análise estatística 

Os resultados das curvas de cinética foram analisados por ANOVA One Way, seguida 

pela comparação múltipla de Tukey post-hoc para cada tempo para avaliar a comparação 

entre as nanofibras, nistatina e o controle de crescimento. Para os resultados dos testes de 

diâmetro das nanofibras e viabilidade celular foram apresentados como mediana de valores 

dos grupos testados. As comparações foram realizadas pelo teste de Kruskal Wallis seguido 

de Dunn’s post hoc (α=0.05), usando software GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, San 

Diego, CA). 

3. Resultados 

3.1 Determinação da CIM e CFM 

Os valores de CIM e CFM do extrato da S. brasiliensis contra C. albicans, C. 

tropicallis, C. glabrata e C. krusei são ilustrados na Tabela 1. Os valores de CIM encontrados 

nas cepas padrão variaram entre 15,6 µg/mL para C. krusei ATCC 341; e 125 µg/mL para C. 

glabrata ATCC 2001. Para C. albicans ATCC 90028 e C. tropicalis ATCC 750, o valor da 

CIM foi de 62,5 µg/mL para ambas as leveduras. Para as cepas de isolados clínicos, os valores 

variaram 15,6 a 62,5 µg/mL. 

A concentração de 62,5 µg/mL pode ser definida como a concentração capaz de inibir 

88,8% das cepas testadas (CIM88,8%). Para o CFM, os valores das concentrações variaram 
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entre 15,04 a 120,31µg/mL. A razão CFM/CIM encontrada para todas as concentrações de 

soluções demonstrou efeito fungicida contra Candida spp. testado. 

 

Tabela 1. Atividade antifúngica do extrato da S. brasiliensis e nistatina sobre Candida spp. 

 

 

 

 

 

 

Cepas Compostos 
CIM 

(µg/mL) 

CFM 

(µg/mL) 

CFM/

CIM 

Atividade 

antifúngica 

C. albicans 

ATCC 90028  

S. brasiliensis   62,5  62,5 1 Fungicida 

Nistatina 6,0 6,0 1 Fungicida 

C. krusei  

ATCC 341 

S. brasiliensis   15,6 31,25 2 Fungicida 

Nistatina 6,0 6,0 1 Fungicida 

C. tropicallis  

ATCC 750 

S. brasiliensis   62,5 62,5 1 Fungicida 

Nistatina 12,0 12,0 1 Fungicida 

C. glabrata 

ATCC 2001 

S. brasiliensis   125 125 1 Fungicida 

Nistatina 6,0 6,0 1 Fungicida 

C. albicans  

LM1 

S. brasiliensis   62,5 125 2 Fungicida 

Nistatina 12,0 12,0 1 Fungicida 

C. albicans  

LM2 

S. brasiliensis   15,6 15,6 1 Fungicida 

Nistatina 12,0 24,0 2 Fungicida 

C. albicans  

LM3 

S. brasiliensis   15,6 31,25 2 Fungicida 

Nistatina 12,0 12,0 1 Fungicida 

C. tropicallis  

LM7 

S. brasiliensis   31,25 31,25 1 Fungicida 

Nistatina 6,0 12,0 2 Fungicida 

C. tropicallis  

LM8 

S. brasiliensis   31,25 31,25 1 Fungicida 

Nistatina 12,0 12,0 1 Fungicida 
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3.2 Determinação da morfologia das nanofibras de PLA/PEG/Bra 

Após a determinação do efeito antifúngico do extrato de S. brasiliensis selecionados 

para este estudo, procedeu-se à confecção das nanofibras poliméricas pela técnica de SBS. 

Foram escolhidos os polímeros PLA e PEG, fiados como blenda na proporção 70:30 (p/p). 

Esta proporção foi mantida para todos os grupos de materiais produzidos, ocorrendo alteração 

na quantidade de extrato incorporado, seguindo os valores de 10 vezes mais concentrado à 

partir da CIM do extrato livre (Figura 1 e 2). 

 

 

 

  

 

 

 

Figura 1. Caracterização morfológica das nanofibras por MEV. 
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Figura 2. Diâmetro médio e dispersão do diâmetro das mantas de nanofibra. (*) comparação 

com PLA/PEG, (#) comparação com PLA/PEG/Bra 625. 

3.3 Comportamento Térmico 

O perfil de degradação das nanofibras foi determinado por método 

termogravimétrico. As curvas de TG e DTG dos polímeros de PLA/PEG com e sem extrato 

estão demonstradas na Figura 3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Curvas TG, relacionando a perda de massa em função da temperatura. Atmosfera: 

nitrogênio/argônio e taxa de aquecimento: 10 ̊C/min. 

 

Na Tabela 2, são repostadas as temperaturas de onset, temperaturas de máxima taxa 

de degradação de cada evento térmico e as respectivas porcentagens das perdas de massa. 
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Tabela 2. Temperaturas de início (Tonset) e de final (Tendset) de perda de massa e as 

degradações em porcentagens (Perda de massa %) das nanofibras PLA/PEG puras ou 

carreando extrato e S. brasiliensis Engl. 

 

 Tonset 

(°C) 

Tendset 

(°C) 

Perda de 

massa 

(%) 

Tonset 

(°C) 

Tendset 

(°C) 

Perda de 

massa 

(%) 

Tonset 

(°C) 

Tendset 

(°C) 

Perda de 

massa 

(%) 

Tonset 

(°C) 

Tendset 

(°C) 

Perda de 

Massa 

(%) 

S. brasiliensis 38,26 66,22 2,90 211,40 262,66 41,77 292,61 382,70 27,74 532,66 556,19 14,03 

PLA/PEG 314,84 346,99 65,30 349,07 374,77 32,89       

PLA/PEG/Bra 315  299,82 339,57 61,82 345,42 385,23 35,95       

PLA/PEG/Bra 625  316,82 345,69 60,53 345,69 382,18 36,65       

PLA/PEG/Bra 1250 308,16 341,92 63,03 343,61 405,85 31,41       

PLA/PEG/Bra 2500  339,12 337,07 60,02 339,82 384,92 38,37       
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Nas fibras com blenda de PLA/PEG o processo de degradação térmica ocorre em dois 

estágios. O primeiro estágio corresponde a degradação do PLA e, posteriormente, à 

degradação do PEG (Ferreira, 2017). As fibras PLA/PEG/Bra apresentam perda de massa 

também em dois estágios (Ferreira, 2017). O primeiro evento está associado com 

sobreposição do pico referente ao início da degradação do PLA com o primeiro estágio do 

extrato da S. brasiliensis, e o segundo evento está ligado a sobreposição do pico da curva de 

degradação do PEG e do extrato.  

 

4.4 Estrutura química das nanofibras de PLA/PEG/Bra 

A identificação das frequências de absorção dos grupos funcionais característicos das 

fibras de PLA/PEG com e sem extrato está representada nos espectros de infravermelho na 

Figura 4. 

As características intermediárias deste espectro nos comprimentos de onda em 174, 

1184 e 1080 cm-1 são relativos ao estiramento do grupo carbonila (C=O), ao modo 

vibracional axial assimétrico e angular axial do (C-O + CH3) e ao modo axial simétrico do 

grupo éter (C-O-C). Os comprimentos de onda em 1452 cm-1 e 1365 cm-1 são correspondentes 

às flexões do grupo (CH2) e deformações referentes ao (CH3). 

 

Figura 4. Espectros de infravermelho para fibras de PLA/PEG com e sem extrato na região 

de 4000-400 cm-1. 
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Uma faixa de comprimento de onda entre 3694 e 3292 cm-1, referente às hidroxilas 

terminais relacionadas as pontes de hidrogênio (-OH), característicos do PEG (Ferreira, 

2017). Assim como uma banda intensa em 2886 cm-1 do estiramento do (CH). 

O espectro que comprova os grupos funcionais do extrato da S. brasiliensis, estão 

relacionados aos grupos presentes do ácido gálico que representa o componente majoritário 

do extrato. Foram encontrados os comprimentos de onda 2926 cm-1 (estiramento C–H do 

anel aromático), 1713 cm-1 (estiramento dos ácidos carboxílicos C=O) e 1265 cm-1 

(estiramento do grupo C–O do éster aromático).  

 

3.5 Determinação de ação anti-Candida spp. das nanofibras PLA/PEG/Bra 

 

O efeito antifúngico das nanofibras foi avaliado por técnica de cinética. Ficou 

demonstrado que as nanofibras foram capazes de reduzir a concentração de UFC/mL de 

formas planctônicas de C. albicans, C. krusei e C. tropicalis cultivadas em sistema multi-

espécies (Figura 5). A partir do tempo de 6 horas, a maioria das nanofibras foi capaz de inibir 

o crescimento dos fungos em relação ao controle de crescimento (p<0,001). O mesmo perfil 

foi observado em relação ao extrato livre de S. brasiliensis na concentração determinada da 

CIMx4 (250 µg/mL). Por outro lado, a atividade inibitória das amostras de nanofibras 

PLA/PEG/Bra 2500 foi observada à partir das 4 horas de incubação e foram semelhantes ao 

observado com a nistatina (12 µg/mL). As nanofibras de PLA/PEG sem o extrato de S. 

brasiliensis não demonstraram atividade antifúngica e seguiram o padrão do controle de 

crescimento. De maneira interessante, o perfil de cinética de inibição das nanofibras 

PLA/PEG/Bra 2500 foram semelhantes ao observado pela CIMx4 e pela nistatina, não 

havendo diferença entre eles, ao longo das 24 horas avaliadas.  
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Figura 5. Cinética de inibição de Candida spp.  

 

3.6 Determinação de citocompatibilidade das nanofibras PLA/PEG/Bra em células 

Vero. 

Após observar o potencial efeito antifúngico das nanofibras, procedeu-se à avaliação 

de citocompatibilidade dos nanomateriais para uso em seres humanos. Para tanto, as 

nanofibras foram incubadas em cultivos de linhagens de células Vero (ATCC CCL-81). 

Conforme observado nas Figuras 6 e 7, todas as nanofibras apresentaram toxicidade 

comparável ao controle negativo. Não foram observadas diferenças entre os grupos de 

nanofibras com ou sem o extrato de S. brasiliensis.  

  

S. brasiliensis CIMx4 
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Figura 6. Células Vero cultivadas na presença das nanofibras. (A) Controle negativo, (B) 

controle positivo, (C) PLA/PEG, (D) PLA/PEG/Bra 315, (E) PLA/PEG/Bra 625, (F) 

PLA/PEG/Bra 1250 e (G) PLA/PEG/Bra 2500.   
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Figura 7. Percentual de viabilidade de células Vero cultivadas em presença das nanofibras.  

  

4 Discussão 

Existem na literatura muitos estudos avaliando a atividade antifúngica de produtos 

naturais, entretanto poucos avaliam e desenvolvem dispositivos de administração eficazes e 

controlada para esses produtos. A nanofibras poliméricas de PLA/PEG incorporando extrato 

da S. brasiliensis apresentaram resultados promissores para sua utilização como um possível 

dispositivo de liberação controlada para tratar as afecções orais causadas por microrganismo 

do gênero Candida spp. 

Os extratos vegetais da S. brasiliensis apresentam compostos fenólicos, taninos e 

flavonóides relatados como componentes-chave na atividade antimicrobiana (Formiga Filho 

et al., 2015). O mecanismo de ação antimicrobiana dos taninos pode estar relacionado à sua 

complexação com íons metálicos, reduzindo a disponibilidade de íons essenciais ao 

metabolismo do microrganismo (Cowan, 1999). Flavonóides, como 2-3 flavonas e 

hexametoxi-flavonas, são agentes capazes de formar complexos com proteínas extracelulares 

solúveis e a parede celular dos microrganismos e podem romper as membranas microbianas 

(de Sousa Araújo, Alencar, de Amorim, de Albuquerque, 2008; Evanjelene, 2012).  

Neste estudo, a CIM88,8% do extrato da S. brasiliensis para as cepas testadas foi de 

62,5 µg/mL, exceto para C. glabrata ATCC 2001 e C. albicans LM1 que foi de 125 µg/mL. 

A razão CFM/CIM refletiu a atividade fungicida da S. brasiliensis para todas as cepas 

testadas. Tem sido demonstrado que produtos naturais são considerados potenciais 

antimicrobianos quando apresentam uma CIM com valores igual ou inferior a 500 µg/mL 

(Aligiannis, Kalpoutzakis, Mitaku, & Chinou, 2001). Alguns estudos avaliaram a atividade 
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do extrato da folha da S. brasiliensis sobre Candida spp. e demonstraram resultados 

promissores da possível utilização deste extrato no tratamento das afecções causadas pelo 

gênero Candida. Esses estudos verificaram concentrações inibitórias mínimas variando de 

10,16 a 250 µg/mL (Chaves et al., 2011; Jovito, 2016; Lima, 2016), essa diferença nas 

concentrações pode ser atribuída a fatores como época da coleta das plantas e pelo modo de 

extração que pode interferir nos compostos secundários e fitoconstituintes responsáveis pela 

ação antimicrobiana (Lima, 2016). 

Para os testes microbiológicos, a nistatina foi o antifúngico escolhido por ser o 

produto mais utilizado pela população no tratamento da candidíase oral (Williams & Lewis, 

2011). Além disso, esse agente antifúngico apresenta resultados comprovados de ação contra 

Candida spp. por apresentar mecanismo de ação relacionado à alteração da permeabilidade 

da membrana das células fúngicas (Dorocka-Bobkowska, Konopka, & Düzgüneş, 2003). 

Neste sentido, a nistatina se liga avidamente ao ergosterol na membrana citoplasmática 

fúngica, formando canais que permitem que K+ e Mg2+ vazem para fora da célula, causando 

alterações na permeabilidade celular e morte celular (Dorocka-Bobkowska et al., 2003). 

A morfologia típica das fibras fiadas por sopro da solução foi observada para todas 

as composições testadas. Isso está relacionado às propriedades viscoelásticas do polímero e 

ao seu comportamento em solução na qual cadeias emaranhadas são desenhadas para formar 

fibras à medida que o jato se move em direção ao coletor e o solvente evapora 

simultaneamente (Oliveira et al., 2011).  

A análise dos resultados do diâmetro das fibras indica que a adição do extrato da S. 

brasiliensis produziu fibras menos espessas quando comparadas às fibras de PLA/PEG. Essa 

diminuição foi estatisticamente significante (p <0,05) quando para todos os grupos quando 

comparado com o controle sem extrato (Figura 2), exceto para o PLA/PEG/Bra 625 que 

apresentou semelhança com o controle e diferença com os outros grupos. No processo SBS, 

três fatores contribuem ativamente para a morfologia final da fibra, incluindo concentração 

da solução de polímero, pressão do ar e taxa de alimentação (Oliveira et al., 2011). Como a 

taxa e a pressão de injeção foram mantidas constantes durante a fiação para todas as amostras, 

a variável mais significativa foi a composição da solução, com a adição do extrato em 

diferentes concentrações, resultando na modificação das propriedades viscoelásticas das 

soluções poliméricas. O alongamento da solução de polímero para formar fibras pode ser 

difícil, menos eficiente e menos estável quando são utilizadas soluções poliméricas viscosas. 

Soluções poliméricas viscosas e misturas de polímeros com baixa compatibilidade podem 

produzir fibras com uma maior variabilidade de diâmetro (Oliveira, Medeiros, et al., 2013; 
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Oliveira, Moraes, et al., 2013). Nenhuma separação de fase visível foi observada, o que pode 

ser explicado pelo curto período de tempo do processo SBS, no qual a separação de fases é 

reduzida, mantendo as cadeias PLA e PEG emaranhadas devido ao curto tempo de 

centrifugação e à rápida evaporação do solvente. 

Nos ensaios de termogravimetria (TG) foi possível observar o ponto em que todos os 

eventos térmicos de perda de massa ocorreram, uma vez que, tanto o PLA/PEG quanto as 

moléculas do extrato de S. brasiliensis sofreram decomposição térmica. O extrato apresentou 

quatro etapas de decomposição, ao passo que as nanofibras apresentaram duas etapas 

evidentes. As nanofibras incorporadas com o extrato de S. brasiliensis apresentaram maior 

estabilidade térmica, com destaque para a PLA/PEG/Bra 2500, que apresentou maior 

estabilidade. 

As fibras de PLA/PEG com e sem extrato, apresentaram dois eventos térmicos, o 

primeiro e mais pronunciado, em torno da temperatura de 314,84 ⁰C, indicando o início da 

decomposição. Neste estágio, ocorreu uma perda de massa acima de 65%, referente 

principalmente à decomposição do constituinte majoritário, isto é, do PLA. O segundo evento 

térmico encontrado, com temperatura de início acima de 349 ⁰C, podendo estar relacionado 

à decomposição do segundo componente da blenda, o PEG, cujo processo de decomposição 

(Tonset) fora descrito como sendo em torno de 335 ⁰C (Ferreira, 2017). As fibras de 

PLA/PEG/Bra apresentam perdas de massa com dois estágios. O primeiro evento está 

associado com sobreposição do pico referente ao início da decomposição do PLA com o pico 

de decomposição do extrato da S. brasiliensis (Tonset I do PLA 290 ⁰C e o Tonset II de S. 

brasiliensis em 211,40 ⁰C) e o segundo evento pode estar ligado à sobreposição do pico da 

curva de TG do PEG com o próximo evento do extrato (Tonset II do PEG 359,81 ⁰C e o Tonset 

III de S. brasiliensis em 292,61 ⁰C) (Fernandes, 2014; Ferreira, 2017). Observa-se que a 

incorporação à blenda de PLA/PEG, no modelo de nanofibras, promoveu maior estabilidade 

térmica ao extrato de S. brasiliensis, o que pode favorecer seu uso como dispositivos de 

liberação controlada do extrato para aplicações médico-odontológicas.  

A análise de FTIR demonstrou a presença de grupos químicos compatíveis com as 

assinaturas dos polímeros quando em formação de blenda, 70% PLA e 30% PEG, 

independente da adição de extratos de S. brasiliensis, conforme descrito na literatura (Chieng, 

Ibrahim, Yunus, & Hussein, 2014; Ferreira, 2017). Define-se que números de onda 1748, 

1184 e 1080 cm-1 sejam relativos ao estiramento do grupo carbonila (C=O), ao modo 

vibracional axial assimétrico e angular axial do (C-O + CH3) e ao modo axial simétrico do 

grupo éter (C-O-C). Já os comprimentos de onda em 1452 cm-1 e 1365 cm-1 são 
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correspondentes às flexões do grupo (CH2) e deformações referentes ao (CH3). A faixa 

compreendida entre 3694 cm-1 – 3292 cm-1, referente às hidroxilas terminais relacionadas as 

pontes de hidrogênio (-OH), característicos do PEG. Assim como uma banda intensa em 

2886 cm-1 do estiramento do (CH). 

Para a determinação da presença do extrato de S. brasiliensis nas nanofibras, foi 

adotado o espectro do ácido gálico como marcador padrão. Os polifenóis representam cerca 

de 15% do total de compostos isolados dos extratos de S. brasiliensis (Fernandes et al., 2015), 

sendo o ácido gálico e seus derivados, aqueles que se apresentam como o principal grupo de 

polifenóis encontrados (dos Reis Luz et al., 2018; Fernandes et al., 2015). Neste sentido, a 

detecção dos números de onda específicos do marcador padrão nas amostras de nanofibras 

contendo os extratos da planta foram considerados sugestivos da presença do ácido gálico, e 

por sua vez, do extrato da planta em si. Os valores de 2926 cm-1 (estiramento C–H do anel 

aromático), 1713 cm-1 (estiramento dos ácidos carboxílicos C=O) e 1265 cm-1 (estiramento 

do grupo C–O do éster aromático) estão de acordo com o descrito na literatura para o ácido 

gálico (Hirun, Dokmaisrijan, Tantishaiyakul, 2012; Lam et al., 2012), enquanto que outros 

números de onda mostraram sobrepostos aos de PLA ou de PEG, impossibilitando a 

demarcação no espectro. 

O ensaio da cinética de inibição determinou a influência do tempo de exposição das 

soluções no processo de morte celular fúngica. As concentrações dos extratos incorporados 

às nanofibras foram ajustados multiplicando 10 vezes os valores das concentrações de CIM/2, 

CIM, CIM x 2, CIM x 4 (Tabela 2) obtidos nos ensaios antimicrobianos de determinação da 

concentração inibitória mínima. Isso se justifica por alguns estudos afirmarem que a 

concentração de substâncias para atividade anti-biofilme que se torna eficaz para ser usada 

para agentes antimicrobianos seria 10 a 1000 vezes maior que a CIM em meios líquidos 

convencionais em células planctônicas (Rochelle et al., 2016; Sardi et al., 2014). Neste 

sentido, a nanofibra PLA/PEG/Bra 2500 foi capaz de inibir todo o crescimento de células 

fúngicas em um período entre 12 e 24 horas de incubação (Figura 5), além de uma redução 

significativa (p<0,01) do crescimento quando comparado ao controle de crescimento no 

período de 4 horas, demonstrando atividade fungicida semelhante ao do fármaco livre no 

meio (Nistatina) na CIM. Esse efeito fungicida encontrado com o uso da nanofibra 

PLA/PEG/Bra, provavelmente ocorreu devido à liberação de doses constantes do extrato por 

um maior período de tempo, o que levou a morte celular. Ensaios microbiológicos de extratos 

da S. brasiliensis têm demonstrado que seu mecanismo de ação seria atuando na 
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permeabilidade iônica da membrana celular fúngica, causando subsequentemente a morte 

celular direta (Lima, 2016). 

Efeitos anti-Candida da ação de nanomateriais na cinética de crescimento fúngico 

também foi observado em nanopartículas de quitosana (de Carvalho et al., 2019; Gondim et 

al., 2018), de prata (Abdehgah et al., 2017; Panáček et al., 2009), de cobre (Mudiar & Kelkar-

Mane, 2018). Outros estudos, utilizando nanofibras poliméricas também demonstraram a 

capacidade de ação anti-Candida dos compostos liberados ao longo do tempo (Esentürk et 

al., 2020). Esses estudos são importantes pois avaliam o tempo de degradação dos polímeros 

em meio aquoso e o quanto que esse tempo pode influenciar no processo de controle do 

crescimento fúngico. Dessa forma tem-se um modelo in vitro, capaz de reproduzir/simular 

em parte, o modelo de aplicação clínica de uma nanofibra carreando substâncias 

antimicrobianas. Além disso, o tempo 24 horas de teste é um tempo aceitável para se mostrar 

o efeito das nanofibras considerando que seu possível uso clínico teria aplicação em tempos 

menos de 24 h. De acordo com os resultados mostrados a diferença a partir de 4 h com a 

nanofibra PLA/PEG/Bra 2500 foi equivalente com o fármaco nistatina, o que sugere um 

tempo médio de aplicação do produto pelo paciente, in loco, por pelo menos 4 horas. 

Ensaios in vivo e in vitro já foram realizados para avaliar a toxicidade dos extratos de 

casca e folhas de S. brasiliensis. Ensaios utilizando animais foi observado que após a 

administração oral do extrato na dose de 2000 mg/Kg, os animais não apresentam alterações 

comportamentais. Entretanto, durante o período de observação, verificaram analgesia às 2 e 

4 horas após a administração do extrato (Chaves et al., 2015; Santos, 2013; Silva, 2011). 

Além disso, os mesmos estudos avaliaram o efeito bioquímico do extrato e verificaram 

alterações hepáticas e renais nos ratos testados. Ensaios utilizando extratos e frações da S. 

brasiliensis mostraram que o extrato seco e a fração clorofórmio apresentaram toxicidade 

contra o camarão da salmoura (CL50 428 e 313 μg/mL); que apenas o clorofórmio, hexano e 

acetato de etila apresentaram potencial larvicida contra o Aedes aegypti (CL50 345,527 e 583 

μg.ml-1, respectivamente); enquanto as frações de clorofórmio e acetato de etila foram 

altamente tóxicas para Biomphalaria glabrata (CL90 68 e 73 μg.mL-1, respectivamente) 

(Santos, 2013; Silva, 2011). Foi avaliada a toxicidade aguda do extrato produzido com as 

folhas da S. brasiliensis sobre Artemia salina e observaram CL50 de 511,90 μg/mL e 

428 μg/mL, respectivamente, sendo considerada tóxica a moderada (Meyer, Ferrigni, & 

Putnam, 1982; Santos, 2013; Silva et al., 2012). Foi observado que a atividade do extrato das 

sementes da S. brasiliensis se mostrou larvicida, pulpicida e a reduziu a produção de ovos 

pelas fêmeas de Aedes aegypti (Barbosa et al., 2014). Sua toxicidade no microcrustáceo 
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Ceriodaphnia foi considerada como duvidosa e apresentou citotoxicidade moderada sobre 

linhagens celulares de HeLa (carcinoma cervical humano) uma vez que a viabilidade celular 

foi maior que 50% para todas as concentrações testadas com 24h de incubação (Oliveira, 

2011; Santos et al., 2014). 

Sabe-se que a toxicidade de nanomateriais depende da fonte, dos processos 

experimentais (químicos, mecânicos ou enzimáticos) e da funcionalização de grupos 

químicos específicos (Jeevanandam, Barhoum, Chan, Dufresne, & Danquah, 2018). 

Portanto, estudos in vitro e in vivo são necessários para avaliar a biocompatibilidade das 

nanoesferas. Os ensaios in vitro são realizados inicialmente para o controle do processo de 

produção de biomateriais. Visam avaliar o desempenho do nanomaterial a ser usado, desde 

aspectos físico-químicos até fisiológicos, simulando as interações e particularidades de cada 

tecido (Ciapetti, Cenni, Pratelli, & Pizzoferrato, 1993). É possível medir as respostas 

celulares após interações com nanomateriais, avaliando a segurança ao ser humano e prever 

o desempenho com as reações causadas pelo uso do material em situações clínicas (Oréfice, 

Pereira, & Mansur, 2012; Rattier B, Hoffman A, Schoen F, 2004). Portanto, ensaios de 

citotoxicidade em linhagens celulares são importantes para a determinação da segurança 

para o uso de dispositivos nanométricos em seres humanos. Isso está de acordo com as 

normas e regulamentações pelas normas ISO 10993-5:2009(E) e ASTM F813-07(2012), e 

são desenvolvidos através de testes de contato direto entre os tipos celulares escolhidos e os 

materiais testados (ASTM, 2012; ISO, 2009). Diante disso, foi proposto avaliar a 

citocompatibilidade das nanofibras produzidas no modelo de cultivo em células VERO. 

Observou-se que mesmo com o aumento na concentração do extrato, as nanofibras 

apresentaram toxicidade comparável ao controle negativo. 

5 Conclusões 

O extrato da S. brasiliensis apresentou atividade antifúngica para todas as cepas 

testadas. A morfologia típica das fibras fiadas por sopro da solução foi observada para todas 

as composições testadas. A análise do diâmetro das fibras indica que a adição do extrato da 

S. brasiliensis produziu fibras menos espessas quando comparadas às fibras de PLA/PEG. 

As fibras PLA/PEG/Bra apresentam perda de massa também em dois estágios. Os espectros 

que comprovam os grupos funcionais do extrato da S. brasiliensis, estão relacionados aos 

grupos presentes do ácido gálico. A nanofibra PLA/PEG/Bra 2500 foi capaz de reduzir 

significantemente o crescimento fúngico a partir de 4 horas de incubação, se assemelhando 
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ao fármaco livre nistatina na concentração de CIM. Todas as nanofibras apresentaram-se 

citocompatíveis quando comparadas ao controle negativo. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

1. A CIM88,8% do extrato de S. brasiliensis capaz de inibir 88,8% das cepas estudadas 

foi de 62,5 µg/mL. A relação CFM/CIM revelou uma atividade fungicida do 

composto estudado para todas as cepas. 

2. A morfologia típica das fibras fiadas por sopro da solução foi observada para todas 

as composições testadas. Entretanto, a análise do diâmetro das fibras indica que a 

adição do extrato da S. brasiliensis produziu fibras menos espessas quando 

comparadas às fibras de PLA/PEG, exceto para a PLA/PRG/Bra 625.  

3. As fibras PLA/PEG/Bra apresentam perda de massa também em dois estágios. O 

primeiro em torno da temperatura de 290⁰ C e o segundo evento encontrado, com 

temperatura início acima de 370⁰ C. 

4. Os espectros que comprovam os grupos funcionais do extrato da S. brasiliensis, estão 

relacionados aos grupos presentes do ácido 2926 cm-1, 1713 cm-1 e 1265 cm-1. 

5. A nanofiba PLA/PEG/Bra a uma concentração de 2,5 mg/mL foi capaz de reduzir 

significantemente o crescimento fúngico a partid de 4 horas de incubação, se 

assemelhando ao fármaco livre nistatina na concentração de CIMx4. 

6. Com relação a determinação de citocompatibilidade, todas as nanofibras 

apresentaram toxicidade comparável ao controle negativo. Não foram observadas 

diferenças entre os grupos de nanofibras com ou sem o extrato.  
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