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Resumo

A candidiase é a mais frequente infeccdo fungica oportunista, a qual apresenta um
amplo espectro de acéo, que vai desde as manifestacdes banais, como a colonizacéo
de mucosas (oral, vaginal e esdfago), até quadros sistémicos, com a invasao de varios
orgaos. Espécies de Candida residem como comensais, fazendo parte da microbiota
normal dos individuos sadios. Todavia, quando ha uma ruptura no balan¢o normal da
microbiota ou o sistema imune do hospedeiro encontra-se comprometido, as espécies
do género Candidas tendem a manifestacfes agressivas, tornando-se patogénicas.
Grandes gquantidades de drogas antifungicas podem ser utilizadas no tratamento das
candidiases cutdneo-mucosas, dentre as classes mais comumente utilizadas
encontram-se 0s polienos (anfotericina B e nistatina) e os azbis (cetoconazol,
fluconazol e itraconazol). Os polienos formam complexos com o ergosterol produzindo
poros na membrana plasmatica, levando ao aumento da permeabilidade da
membrana, liberando o conteldo intracelular conduzindo a morte celular. Nas
candidiases da cavidade oral, aconselha-se usar a nistatina como droga de escolha,
varias vezes ao dia, na forma de bochechos, ou mantendo-a por alguns minutos na
boca. Assim, a presente pesquisa apresentou um comparativo de trés formulacdes de
suspensao oral de nistatina usadas para tratamento de infeccéo por fungo, atraves da
metodologia de Kirby-Bauer (discos difusdo) para avaliar a suscetibilidade desses

medicamentos manipulados.
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SUMMARY
Candidiasis is the most frequent opportunistic fungal infection, which presents a broad
spectrum of action, ranging from banal manifestations such as colonization of mucous
membranes (oral, vaginal and esophagus), to systemic conditions, with the invasion of
various organs. Candida species reside as diners, being part of the normal microbiota
of healthy individuals. However, when there is a rupture in the normal microbiota
balance or the host immune system is compromised, species of the genus Candidas
tend to aggressive manifestations, becoming pathogenic. Large amounts of antifungal
drugs can be used to treat cutaneous mucosal candidiasis. Among the most commonly
used classes are polyenes (amphotericin B and nystatin) and azole (ketoconazole,
fluconazole and itraconazole). Polyenes form complexes with ergosterol producing
pores in the plasma membrane, leading to increased membrane permeability,
releasing intracellular contents leading to cell death. In the candidiases of the oral
cavity, it is advisable to use nystatin as a drug of choice, several times a day, in the
form of mouthwash, or keeping it for a few minutes in the mouth. Thus, the present
study presented a comparison of three formulations of oral nystatin suspension used
for the treatment of fungal infection using the Kirby-Bauer methodology (diffusion
disks) to evaluate the susceptibilty of these manipulated drugs.
KEY WORDS: Candidiasis, Antifungal, Magistral.

1. INTRODUGCAO

Infeccbes fangicas sistémicas (IFS) sao de dificil diagnéstico e estdo
associadas a elevada mortalidade e morbidade, constituindo um sério problema de
salde publica. A incidéncia de (IFSs) tem aumentado nas ultimas duas décadas. Entre
os fungos oportunistas, os mais importantes continuam sendo Aspergillus fumigatus e
Candida albicans, no entanto outras espécies, como C. tropicalis, C. glabrata, C.
parapsilosis, C. dubliniensis e Trichosporon spp., comegcam a despontar (Menezes et
al., 2009; Arendrup 2010; Gomes et al., 2010; Menezes et al., 2011; Vasconcelos et
al., 2011; Menezes et al., 2012).
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Candidemias séo infeccbes na corrente sanguinea causadas por Candida
spp. A principal espécie responsavel por candidemias na Ameérica Latina é C. albicans,
no entanto C. tropicalis e C. parapsilosis estéo se tornando cada vez mais frequentes

e, em alguns casos, superam C. albicans (Nucci et al., 2010).

Os agentes antifungicos séo classificados de acordo com o tipo de acdo que
exercem sobre as células dos fungos. Entre as classes mais comumente utilizadas
encontram-se 0s polienos (anfotericina B e nistatina) e os azdéis (cetoconazol,
fluconazol e itraconazol) (SHEPPARD & LAMPIRIS, 2008). Os polienos formam
complexos com o ergosterol produzindo poros ha membrana plasmatica, levando ao
aumento da permeabilidade da membrana, liberando o contetdo intracelular
conduzindo a morte celular. Sdo classificados como fungicidas e possuem largo
espectro de acdo (RANG et al., 2004).

Bem como todas as populacbes de microrganismos, as leveduras séo
organismos adaptaveis a condicfes de estresse. Quando uma pressao seletiva é
imposta, seja a exposicdo a um antifungico, estas desencadeiam mecanismos de
modo a superar o estresse causado. O desenvolvimento de resisténcia antifungica
deriva da selecdo de isolados com alteracBes genéticas que codificam para a
resisténcia (ANDERSON, 2005). A obtencao de resisténcia antifungica destina-se a
neutralizar os efeitos fungicidas ou fungistaticos das diferentes classes de
antifiingicos, o que é conseguido através da reducdo da acumulacao do farmaco no
interior da célula fangica, diminuicdo da afinidade do antifiingico a proteina alvo e
alteracdo no metabolismo (VANDEPUTTE, FERRARI e COSTE, 2012). A aquisi¢ao
de resisténcia aos polienos € rara, pois este antifingico possui baixa solubilidade e
elevada toxicidade no hospedeiro, o que limita a sua utilizacao na terapia antifingica
em longo prazo. Os mecanismos de resisténcia desta classe ainda ndo estéo
estudados/descritos pela comunidade cientifica, mas admitem-se varias hip6teses
como: alteracdo dos esterdis da membrana celular, defesa contra danos oxidativos,
mutacdes nos genes envolvidos na biossintese do ergosterol, como o gene ERG3 e
ERGS6, e alteracéo do racio fosfolipidico dos esterois (PEREA & PATTERSON, 2002).
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2. FUNDAMENTAC}AO TEORICA
2.1FUNGOS

Fungos séo seres aclorofilados, que ndo tem capacidade de produzir energia
ou material plastico por meio da energia da luz e do gas carbdnico (CO2), ou seja, ndo
realizam fotossintese, porque ndo possuem cloroplasto. S&o seres heterotroficos
quimiotroéficos, dependendo das substancias previamente formadas. Sao eucariotas,
podendo ser hapldéides, dipléides ou poliploides, apresentando uma parede rigida
quitinosa. Os fungos reproduzem-se de forma vegetativa, sexual, assexual e
parassexual. (MINAMI, 2003).

Esses seres estdo dispersos pelo meio ambiente, no ar atmosférico, em
vegetais, no solo, na agua. Sao estimados em 250 mil espécies, mas menos de 150
foram descritos como patogénicos aos seres humanos. As leveduras séo fungos com
capacidade de colonizar o homem e os animais, e quando perde o equilibrio parasita-
hospedeiro, podem causar diferentes quadros infecciosos com formas clinicas

localizadas ou disseminadas (LEVY, 2004).

2.2 CANDIDIASE

A candidiase é uma infeccdo causada pelo fungo Candida. Espécies de
Candida residem como comensais, fazendo parte da microbiota normal dos individuos
sadios. Todavia, quando ha uma ruptura no balanco normal da microbiota ou o sistema
imune do hospedeiro encontra-se comprometido, as espécies do género Candida
tendem a manifestacfes agressivas, tornando-se patogénicas. Quanto a origem, pode
ser enddgena, quando oriunda da microbiota, ou exégena, como uma DST (NAGLIK
JR, CHALLACOMBE J, HUBE, 2003; MONGE RA, ROMAN E, NOMBELA C, PLA J.
2006).

As leveduras do género Candida tém grande importancia, pela alta frequéncia
com que infectam e colonizam o hospedeiro humano, sendo encontradas no tubo
gastrointestinal em 80% da populagdo adulta saudavel. Entre as mulheres, cerca de
20 a 30% apresentam colonizacdo por candida vaginal, e em hospitais, 0 género
candida responde por cerca de 80% das infec¢cdes fungicas documentadas,

representando um grande desafio aos clinicos de diferentes especialidades devido as
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dificuldades diagndsticas e terapéuticas das infecgbes causadas por tais agentes.
Infeccbes por candida envolvem um espectro amplo de doencas superficiais e
invasivas oportunistas, acometendo pacientes expostos a uma grande diversidade de
fatores de risco. Infecgbes de pele e mucosas podem ser documentadas em pacientes
saudaveis, mas com pequenas alteragdes locais de resposta do hospedeiro no sitio
da infeccdo. Por outro lado, infec¢des sistémicas por candida podem comprometer
visceras como resultado de disseminacdo hematogénica, complicacdes infecciosas
estas geralmente documentadas em pacientes criticos, portadores de doencas
degenerativas e/ ou neoplasicas (COLOMBO AL, GIMARAES T, 2003).

2.3 TRANSMISSAO

A transmissdo da candidiase ocorre por meio de contato com mucosas e
secrecdes em pele de portadores ou doentes, contato sexual, agua contaminada,
transmissao vertical durante o parto normal (BRASIL, 2010).

A relacdo sexual ndo € considerada a principal forma de transmisséo, pois
Candida spp. pode fazer parte da flora endégena em até 50% das mulheres
assintomaticas (BRASIL, 2006).

2.4 ESPECIES DO GENERO CANDIDA

Nos ultimos anos, vem aumentando o niumero de espécies de Candida. Em
1963, eram conhecidas apenas cinco espécies de Candida como causadoras de
doencas em humanos, incluindo C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C.
stellatoidea (C. albicans var. stellatoidea) e C. guilliermondii. Em 2003, Colombo e
Guimardaes relataram que até aquele momento eram conhecidas cerca de 17 espécies
de Candida (género com quase 200 espécies conhecidas). As principais espécies de
interesse clinico séo: C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei,
C. guilliermondii e C. lusitaniae. As espécies do género Candida, segundo a
taxonomia, localizam-se em: Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe Saccharomycetes,

Ordem Saccharomycetales, Familia Saccharomycetaceae (ZIARRUSTA GB, 2002).
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2.5 CANDIDA ALBICANS

C. albicans € a espécie mais frequentemente isolada de infecgbes superficiais
e invasivas em diversos sitios anatdmicos e como causa de candidiase em todas as
partes do mundo. E a espécie de candida com maior conhecimento patogénico, devido
a diversidade de fatores de viruléncia descobertos. Habitualmente se considera que a
origem de C. albicans causadora de infeccGes seja a microbiota do trato digestorio
humano (organismo comensal), porém diversos casos tém sido relatados de forma
horizontal. C. albicans foi o primeiro fungo zoopatogénico que teve 0 seu genoma
sequenciado (organismo diploide com oito pares de cromossomos), 0 que possibilita
uma variedade de experimentos e, por conseguinte, um grande avan¢o na biologia
deste fungo, principalmente na expressao dos genes (MAGEE BB, MAGEE PT. 2005;
TIRASCHI IN, CARNOVALE S, BENETUCCI A, FERNANDEZ N, KURLAT I. 2007).

2.6 MORFOLOGIA

O fungo C.albicans é um fungo conhecido por sua forma leveduriforme
(Blastoconideos) no estado saprofitico, onde estd associado com a colonizagéo
assintomatica, ou em formas filamentosas (pseudo-hifas e hifas verdadeiras)
observadas em processos de colonizagcBes patologicas, em condi¢cdes subdtimas,
nesse fungo pode acontecer formacao de clamidosporos (esporos arredondados que
possuem uma espessa parede celular). Dessa maneira, o fungo adquire uma
capacidade de se adaptar a diferentes nichos biolégicos podendo ser entédo
considerado, rigorosamente, um organismo “pleomorfico”. (ALVARES et al., 2014).
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FIGURA 1 — Microscopia da Candida albicans fonte: Google imagens.

2.7MANIFESTACAO CLINICA

As manifestagdes clinicas na candidiase apresentam grande diversidade de
quadros, como candidiase cutaneo-mucosa e candidiase invasiva ou sistémica. A
candidiase cutdneo-mucosa consiste em manifestacdes superficiais, apresentando as
seguintes formas: candidiase intertriginosa, onicomicose, candidiase oral,
vulvovaginite, balanopostite e candidiase cutaneo-mucosa crénica. Ja a candidiase
invasiva ou sistémica caracteriza-se por apresentar infec¢des profundas ou invasivas,
podendo localizar-se em um 6rgdo ou disseminar-se via sanguinea (candidemia).
Apresentam-se como quadros de sintomatologia cardiaca, digestiva, respiratéria,
hepética, renal, ocular, do sistema nervoso central, ou disseminada, que é uma forma
clinica de dificil tratamento (DIGNANI MC, SOLOMKIN JS, ANAISSIE EJ.,2009)

As infeccdes invasivas estdo associadas a internagcdes prolongadas, com
elevada taxa de mortalidade e aumento no custo hospitalar. Nesses casos, a melhora
ou até a sobrevivéncia do paciente depende da rapida identificagdo do patdgeno e,
consequentemente, da introducdo precoce da terapia antifungica (PFALLER MA,
DIEKEMA DJ.,2007).
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A queda da imunidade celular costuma estar associada a infecgdes mais
graves, enquanto a disseminacdo hematogénica pode ocorrer a partir de
anormalidades anatdmicas como o uso de proteses valvares e cateteres (VAZQUEZ,
2003).

2.8 ANTIFUNGICOS

O diagnéstico e tratamento precoce contribuem com o prognéstico do
paciente. Algumas patologias apresentam maior incidéncia no Brasil pela presenca de
habitat natural do fungo e outros fatores de predisposicao relacionados ao hospedeiro
como a distribuicdo relacionada a regido geogréafica e ao nivel socioeconémico, a
ocupacao profissional, os habitos e os costumes individuais. O conhecimento dos
mecanismos de acdo dos antifUngicos € determinante para a escolha correta do
melhor tratamento (CLINICAL KNOWLEDGE SUMMARIES, 2009; PERON:;
TEIXEIRA; SVIDZINSKI, 2005; LUPI; TYRING; MCGINNIS, 2005).

O Ministério da Saude em 2010, sugeria como tratamento 0s seguintes
medicamentos: isoconazol (nitrato), como segunda escolha, tioconazol. Outras
substancias também sdo eficazes: Clotrimazol, Miconazol, Terconazol, Nistatina,
fluconazol, anfotericina B e voriconazol. Destaca-se que a escolha do antifingico deve
estar baseada nos aspectos epidemiolégicos da instituicdo, tendo em vista que, as
espécies de candida ja apresentam um certo grau de resisténcia.

Ja Goodman & Gilman 2012, adverte uma terapia atualizada em razédo da
resisténcia cada vez maior do fungo. Sendo ela, utiliza-se por via tépica: butoconazol,

clotrimazol, miconazol, nistatina, tioconazol e terconazol, e por via oral fluconazol.

2.9 NISTATINA
2.9.1 CARACTERISTICAS GERAIS

A nistatina € um antifingico extraido de culturas de Streptomyces noursei, que
foi descoberta em 1950 por Hazen e Brown, pesquisadoras dos Laboratdrios de
Pesquisas do Departamento de Saude do Estado de Nova lorque, EUA (TAVARES,
2001; GROESCHKE et al., 2006; HAC-WYDRO & DYNAROWICZ-LATKA, 2006a;
HAC-WYDRO & DYNAROWICZ-LATKA, 2006b). Tem sido empregada na terapéutica
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por mais de 50 anos, porém seu uso recente esta associado ao aumento do numero
de casos de candidiases em pacientes com neoplasias, AIDS e outras desordens
sistémicas (CASIGLIA & WOO, 2000; DOROCKA-BOBKOWSKA et al.,, 2003;
GROESCHKE et al., 2006; SHIP et al., 2007).

A nistatina é praticamente insoluvel em &agua, etanol e cloroférmio, sendo
soluvel apenas em dimetilformamida (MARTINDALE, 1999; TAVARES, 2001,
TALLURY et al., 2007). Pertence ao grupo dos polienos, e se apresenta como um po
higroscopico, de coloracdo amarela a marrom claro e de odor que se assemelha a
cereais (MARTINDALE, 1999; GROESCHKE et al., 2006). O pH da suspensédo aquosa
a 3% (p/v) esta entre 6,0 e 8,0 (MARTINDALE, 1999; USP 30, 2007). Solucdes e
suspensdes aquosas de nistatina comecam a perder a atividade apds a preparacao,
ou seja, calor, luz e presenca de oxigénio aceleram a sua decomposicdo. Logo, o
acondicionamento da nistatina deve ser em recipiente hermeticamente fechado,
protegido da luz e a uma temperatura em torno de 2 a 8 °C (MARTINDALE, 1999;
GROESCHKE et al., 2006). ApoOs a abertura do recipiente, deve ser armazenada no
maximo a 25°C e consumida no prazo de até 7 dias (GROESCHKE et al., 2006).

2.9.2 MECANISMO DE ACAO

A nistatina € estruturalmente semelhante a anfotericina B, outro antifungico
polieno, e ambos possuem o mesmo mecanismo de acéo. E efetiva contra a maioria
das infeccbes causadas pelas espécies de Candida spp., porém na pratica médica &
empregada apenas na profilaxia e tratamento de candidiases superficiais de pele e
mucosas (PATTON et al., 2001; TAVARES, 2001; GILMAN et al., 2003; CROY &
KNOW, 2004; KATZUNG, 2006; SHIP et al., 2007), aléem de demonstrar atividades
contra Aspergillus, Cryptococcus e outros fungos (CROY & KNOW, 2004; OFFNER et
al.,2004).

A acgdo antifungica da nistatina ocorre através da sua interagdo com ergosterol,
esterol presente na membrana plasmatica das células fungicas, o que provoca uma
desorganizacdo funcional, devido a formacdo de canais transmembranicas
(TAVARES, 2001; HAC-WYDRO & DYNAROWICZ-LATKA, 2006a; SILVA et al.,

2006). Por esses canais ocorre a saida de agua e ions essenciais para a sobrevida
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celular, como potassio, ambnio, magnésio, fosfato, além da perda de acgucares,
ésteres de fosfato e nucleotideos. Essas alteracdes levam a perda da permeabilidade
seletiva das células fungicas, que culmina em danos celulares, e posteriormente, na
morte celular (TAVARES, 2001; DOROCKA-BOBKOWSKA et al., 2003; CROY &
KNOW, 2004; GROESCHKE et al., 2006; SILVA et al.,2006).

De acordo com suas caracteristicas farmacoldgicas, a nistatina é empregada
para uso tépico, mesmo quando usada por via oral, desejando um efeito superficial na
mucosa oral e digestiva (EPSTEIN & POLSKY, 1998; FARAH et al., 2000; TAVARES,
2001; KATZUNG, 2006; SHIP et al., 2006). No entanto, a apresentacao de nistatina
na forma lipossdmica apresenta menores efeitos adversos, podendo ser administrada
por via parenteral (PAUW, 2000; GILMAN et al., 2003; OFFNER et al., 2004; HAC-
WYDRO & DYNAROWICZ-LATKA, 2006a).

Os efeitos adversos da nistatina, quando usada na forma tépica, sao incomuns,
podendo ocorrer episédios de nauseas, vomitos e diarréias. As reacles alérgicas
também sédo raras (TAVARES, 2001; AKPAN & MORGAN, 2002; GILMAN et al.,
2003). Muitas vezes, as nauseas sdo relacionadas ao sabor extremamente
desagradavel da nistatina, o que pode limitar o uso pelo paciente, diminuindo a adesao
ao tratamento (AKPAN & MORGAN, 2002; GILMAN et al., 2003; NEVILLE et al., 2004;
MIMS & PARKER, 2006).

2.9.3 APRESENTAC}AO FORMA FARMACEUTICA DA NISTATINA

Vérias formas de apresentacdes farmacéuticas de nistatina sdo encontradas
no mercado, destinadas a administracdo cutanea, vaginal ou oral. As infeccdes
ungueais e as lesdes cutaneas hiperqueratimizadas ou crostosas nao respondem a
esse farmaco (GILMAN et al., 2003; KATZUNG, 2006).

A nistatina para o tratamento da candidiase cutanea é encontrada em
preparacdes farmacéuticas como pomadas, lo¢des, cremes e pos, contendo 100.000
Ul do farmaco por cada grama de medicamento (TAVARES, 2001; EVANS & GRAY,
2003; GILMAN et al., 2003). Na forma de po € preferivel o uso para les6es Umidas e

deve ser aplicada 2 a 3 vezes ao dia, e pode estar associada a outros farmacos, como
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antibioticos e corticosterdides. Nas formas de creme, pomadas e lo¢8es, a nistatina
deve ser administrada 2 vezes ao dia (GILMAN et al., 2003).

No tratamento da candidiase oral, orofaringea e esofagiana, a nistatina se
apresenta na forma de suspenséao oral (TAVARES, 2001; GILMAN et al., 2003). A
suspensao contém 100.000 Ul de nistatina em cada mL, e deve ser administrada 3 a
4 vezes ao dia, bochechar o medicamento por alguns minutos e seguido de sua
degluticdo (TAVARES, 2001; GILMAN et al., 2003). Se o paciente ndo for
corretamente instruido, pode expelir o medicamento, devido ao sabor amargo e nao
tratar a mucosa infectada. Nesses casos, 0 sabor da nistatina pode ser disfarcado
com sacarose. No entanto, esse excipiente pode provocar o desenvolvimento de
caries, principalmente as relacionadas a hipossalivacdo (EPSTEIN & POLSKY, 1998;
AKPAN & MORGAN, 2002; GILMAN et al., 2003; NEVILLE et al., 2004).

2.10 PRODUTOS MANIPULADOS

Historicamente, a manipulacéo é uma parte integrante da pratica farmacéutica
que, de acordo com a Lei n® 5991/73, o conceito de farmacia é: Estabelecimento de
manipulacdo de férmulas magistrais e oficinais, de comércio de drogas,
medicamentos, insumos farmacéuticos e correlatos, compreendendo o de
dispensacdo e o atendimento privativo de unidade hospitalar ou de qualquer outro
equivalente de assisténcia médica.

A farmécia sempre exerceu, em todos os tempos, como ainda exerce, uma
importantissima funcéo social, mormente, no Brasil, onde, nos velhos tempos, foi um
centro de irradiacéo cultural de destacada importancia (JUNIOR, 1992).

Atualmente a farmacia de manipulacéo é organizada pela RDC °© 67/2007 que
Dispde sobre Boas Praticas de Manipulacdo de Preparacdes Magistrais e Oficinais
para Uso Humano em farmacias onde esta descrito desde o controle de qualidade até
a determinacéo de validade. Esta resolucdo deve ser seguida fielmente na farmacia
para que durante a vistoria receba a liberacdo da VISA local. Além de garantir a
qualidade, seguranca e eficacia dos medicamentos manipulados, sendo que € um

mercado muito amplo a ser explorado.
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3 MATERIAIS E METODOS

Na analise de suscetibilidade “in vitro”, foi utilizado a cepa controle de Candida
albicans ATCC 14053 (Americam Type Culture Collection), disponibilizada por um
laboratorio de referéncia, para avaliar a sensibilidade da solucdo oral de nistatina
adquiridas em trés (3) diferentes farmacias de manipulacdo da cidade de Cascavel-
Parana. Realizou-se uma revisdo bibliografica através da selecdo de artigos
académicos disponiveis em sites como Google académico, Scielo, Pubmed, Medline,
além de livros para complementar a pesquisa.

A avaliacdo da atividade da suspenséo de nistatina prescrita em 100.000 Ul/ml,
usando o cultivo de Candida albicans ATCC 14053 (Figura 2), foi preparado uma
solucéo padrdo de nistatina em p6 adquirida em farméacia de manipulacéo para usar
como valor de padrdo de referéncia, baseado na metodologia de Ensaio

microbioldgico de antibiéticos da Farmacopeia Brasileira (2010).

Figura 2: cepa repicada em cromo agar de Candida albicans ATCC 14053, cedidas

pelo laboratorio de referéncia.

Foi usado o meio de cultura agar Sabouraud preparado a partir do pé
desidratado. Diluindo o agar conforme instrucao do rétulo do fabricante e autoclavado
por 45 minutos em temperatura de 120 °C, conforme preconiza Farmacopéia Brasileira
no preparo de meios de cultura. Apds o meio agar atingir uma temperatura proxima a
50°C, foi distribuido em placas de Petri de 10cm de diametro, numa quantidade de

20mL, de maneira que cada placa apresente uma profundidade de aproximadamente
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6mm de espessura. Deixado as placas sobre uma superficie plana para solidificacédo
do agar.

Através do método de Kirby-Bauer (discos difusédo), recortou-se o papel filtro
em forma de discos com uma espessura de 6 mm, esterilizando, para em seguida
impregnar com a solugdo manipulada de nistatina na quantidade de 25pL, conforme
adaptado da metodologia do autor Farias et. al (2003).

Conforme o protocolo da NCCLS (Standards for Antimicrobial Susceptibility
Tests), para a suspensédo da cepa controle da C. albicans, foi inoculado em um tubo
de ensaio, colonias da candida com 3 ml de salina a 0,9%, comparando-se a turbidez
com uma escala padréo de McFarland 0,5. Com auxilio de um swab de algod&o estéril,
embebedou no liquido e pressionado o swab contra as paredes do tubo para eliminar
0 excesso. Em seguida realizou a semeadura do inoculo cobrindo toda a extensao da
placa do agar. Girar a placa em 60° e fez-se novas estrias, repetindo a operacao trés
vezes até distribuicdo homogénea do inoculo.

Com auxilio de uma pinca estéril, colocou-se os discos impregnados com as
solucdes de nistatinas na superficie do agar inoculado, fazendo se uma leve presséo
sobre eles, para assegurar sua aderéncia completa ao meio de cultura. Em paralelo,
fazer o controle de qualidade em outra placa de Petri (10 cm de diametro), preparada
com o mesmo lote de meio de cultura e submeter aos mesmos procedimentos,
deixando um placa com agar livre de inoculo para controle negativo e outra placa com
repigue da cepa de Candiada albicans e Saccharomyces cerevisiae para controle
positivo, além de colocar um discos de papel filtro estéril livre de antifiungicos, para
avaliar a viabilidade e o crescimento das amostras de fungos.

Incubaram-se as placas semeadas em uma temperatura de aproximadamente
35°C durante o periodo de 24h a 48h, dependendo do crescimento das colbnias, de
modo que seja adequado para a leitura dos halos. O perfil de sensibilidade de cada
amostra teste foi avaliado em func¢éo do didametro (mm) do halo produzido ao redor do
disco contendo os antifungicos.

Para padronizar as amostras adquiridas em farmacia magistrais utilizou-se o
fungo Saccharomyces cerevisiae para avaliar a suscetibilidade do medicamento. Foi

submetido as mesmas condi¢des das amostras inoculadas Candida albicans. O perfil
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de sensibilidade de cada amostra teste foi avaliado e comparado em funcdo do
diametro (mm) do halo produzido ao redor do disco contendo os antifingicos e halos
formados em inoculo de candida com nistatina. Medindo os halos formados com o
auxilio de uma régua milimetrada, sendo registrados os dados. Realizou-se o
experimento em duplicata para avaliar a susceptibilidade das trés formulagcbes de
antifingicos. Essa metodologia segue fundamentos da Farmacopéia Brasileira

5%dicao volume 1.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste estudo, através de técnica de difusdo em &gar por disco, adaptada da
metodologia realizada por Farias et. al, 2003, na qual verificou se a atividade
antimicrobiana de trés farmacos (Nistatina 100.000Ul) obtidos em farmécias
magistrais comparando com padrao preparado conforme descrito na Farmacopéia
Brasileira.

A metodologia utilizada nesse estudo para avaliacdo antimicrobiana foi a de
mensuracao de halos de inibicdo que embora apresente limitacbes, constitui-se de
forma economicamente viavel e reproduzivel, bem como amplamente utilizado
(CARSON et al, 2005. PEREIRA et al, 2005)

Os dados da tabela 1 mostram a comparacéo de halos de inibicdo de nistatina
perante cepas de Candida albicans ATCC 14053, onde se observou que amostra Nis
F obteve resultado semelhante a amostra padrdao, sendo também demonstrado no
grafico 1 perante a curva padrao.

Farmacos/concentracdo 100.000 80.000 40.000 Ul 20.000 UI' 10.000 UI

Ul Ul
Nis F 30 mm 29 mm 26 mm 25 mm 24 mm
Nis FC 24 mm 23 mm 22 mm 20 mm 19 mm
Nis T 16 mm 15 mm 14 mm 12 mm 11 mm
Padréo 30 mm 28 mm 25 mm 22 mm 20 mm

Tabela 1: Valores de diametro (mm) de halos de inibicdo de farmacos analisados.
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J& a amostra Nis T apresentou valores de halos de inibicdo menores quando
comparadas a amostra padrdo ndo atingindo valores esperados. Dessa forma a
suspencdo da amostra Nis T demonstrou uma acdo antifungica inferior em
comparacao com os demais resultados frente a cepa de Candida albicans. A amostra
Nis NF também apresentou um halo de inibi¢cdo inferior & amostra padrdo, conforme
representado no grafico abaixo:

Candida albicans

Nis F =—#=—Nis NF =#=—Nis T ==%=Padrao

35

30 —
”s \X

20 T —
15 — —
\
10 A
5
0
mm 100.000 Ul 80.000 UI 40.000 Ul 20.000UlI 10.000U1

Grafico 1: Demonstrativo de halos de inibicdo de acordo com a concentracao.

O teste de sensibilidade para fungos € motivo de grande preocupacdo para
micologista de todo mundo que salientam a falta de padronizacdo como seu problema
principal. Os estudos realizados por Rex et al, 1997, demonstraram as dificuldades de
padronizacdo dos testes para antifungicos, entre os quais fotossensibilidade e
inativacdo da droga por determinada substancias antagdnicas presentes no meio de
cultura, instabilidade de pH e taxa lenta de crescimento de certos fungos. A baixa
hidrossolubilidade e o fato de ndo se incorporarem facilmente aos meios aquosos de
cultura ou no preparo das diluicbes, também €& um problema para realizacdo dos

testes.
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A falta de consensos para preparacéo do inoculo traz alguns inconvenientes e
existe uma preocupacdo geral, entre especialista na busca de metodologia que
permitam resultados comparados e reprodutiveis, adequadas a diferentes realidades
e necessidades do laboratério que as executam. Todas elas visdo chegar ao
denominador comum para avaliagdo da sensibilidade dos fungos frente aos
antifingicos. Ndo ha mencao da existéncia de um método de referéncia para avaliar
a eficacia da nistatina no presente estudo.

A Farmacopeia Brasileira 5° edi¢éo fala que amostras de Nistatina devem ser
analisadas perante a cepas de Saccharomyces spp para halos de inibicdo em difusao
de &gar em ensaio microbiolégico. Este método foi utilizado com a finalidade
comparativa dos halos de inibicdo formados pelos farmacos testes em perante as

cepas de Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans.

Farmaco/concentracdo  100.000 Ul 80.000 Ul 40.000 Ul 20.000 Ul 10.000 UI

Nis F 30 mm 28 mm 27 mm 26 mm 25 mm
Nis NF 27 mm 25 mm 24 mm 22 mm 20 mm
Nis T 18 mm 17 mm 16 mm 15 mm 14 mm
Padréo 28 mm 27 mm 26 mm 24 mm 22 mm

Tabela 2: Demonstrativo de pesquisa para amostras perante a cepa Saccharomyces
spp.

A amostra Nis F obteve o0 mesmo halo de inibicdo que comparada a amostra
Nis F com cepa de candida apresentando valor proximo ao padréo. J& a amostra Nis
NF ficou proxima ao padréo realizado com cepa de Saccharomyces cerevisiae, porém
quando comparadas a candida suas inibicdo foi menos que a esperada e que a
padrao.

Com relagéo a amostra Nis T também apresentou valores de inferior a amostra

padrao para Saccharomyces cerevisiae e para Candida albicans.

5 CONSIDERACOES FINAIS
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Conclui-se que a metodologia proposta apresenta limitagcdes o que prejudicou
o desenvolvimento da analise visto que para pesquisa com antifingicos os padrdes
de referéncia ndo sdo estabelecidos interferindo na finalizacdo da pesquisa de
sensibilidade do antifingico teste.

Foi possivel realizar um comparativo entre as amostras manipuladas quando
analisados os valores de halos de inibicdo perante a cepa de Candida albicans e
Saccharomyces cerevisiae, observou-se que perante as duas cepas a amostra de
Nistatina F e NF foram as mais préximas ao padrdo desenvolvido com a Nistatina po

conforme Farmacopeia Brasileira.
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