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RESUMO

A candidiase é a infeccdo fingica mais prevalente na cavidade oral de seres humanos. E uma
infeccdo oportunista, que tem por fatores predisponentes a xerostomia, o uso de alcool e tabaco,
proteses mal-higienizadas e mal-adptadas, diabetes mellitus, deficiéncias nutricionais graves e
condigdes imunossupressoras como infecgdo pelo HIV e quimioterapia. A nistatina e a
clorexidina tém sido amplamente empregadas no controle de processos infecciosos da cavidade
oral, algumas vezes simultaneamente. Entretanto, ha relatos na literatura de que, se empregadas
de forma combinada, essas drogas teriam interagdo antagbnica. O presente estudoteve por
objetivo avaliar, in vitro, o efeito do uso concomitante de clorexidina e nistatina sobre Candida
albicans. As drogas foram testadas em diferentes combinagdes, incluindo formulagéo Unica e
formulagGes independentes empregadas de formaassociadacom diferentes intervalos de tempo.
Os testes foram realizados determinando-se a concentragdo inibitoria minima (CIM) por meio
do método de microdiluicdo em caldo,bemcomo avaliacdo do efeito sobre a densidade dptica
das suspensdes e biofilmes de C. albicans. A estabilidade da mistura de nistatina e clorexidina
foi testada por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). A formulacgéo Unica
nistatina/clorexidina nao exibiu CIM significativamente diferente dos respectivos farmacos
empregados isoladamente. As combinacdes com intervalos de tempo intermediariostiveram
CIM significativamente maiordo que o farmaco isolado, exceto para a CIM da clorexidina ao
intervalo de 10 min. De acordo com esses resultados, a combinagdo dos farmacos interfere
nasrespectivas CIMs, elevando-as, com excecdo da CIM da clorexidina para formulacgéo Unica.
Comparadas ao uso das drogas isoladas, as combinagfes de nistatina e clorexidina exibiram
atividade diminuida nos biofilmes de C.albicans,tendo o intervalo de 30 minutos o maior efeito
antifangico, ea formulacdo Unica, 0 menor. A mistura das drogas teve elevadas percentagens

de degradacdo em todos os tempos avaliados.

Conclusdo: A combinagdo de nistatina e clorexidina interfere na efetividadedas drogas e
também eleva as suas taxas de degradacao.

Palavras-chave: Candidiase; Nistatina; Clorexidina; Microdiluicdo em caldo; Candida

albicans.
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SUMMARY

Candidiasis is the most prevalent fungal infection in the oral cavity of human beings. It is an
oportunistic disease, which has predisposing factors such as xerostomia, alcohol and tobacco
use, ill-fitted and poor cleaned dentures, diabetes mellitus, severe nutritional deficiencies and
imunosuppressive conditions such as HIV infection and chemotherapy. Nystatin and
chlorhexidine have been widely used to control oral infections, sometimes in an associated
protocol. Nevertheless, there are reports about an antagonistic interaction when these drugs are
combined. The present work aimed to analyze, in vitro, the effect of combined nystatin and
chlorhexidine on Candida albicansand the stability of their mixture as well. The drugs were
tested alone and in different combinations including single formulation and independent
formulations with different time intervals. The minimum inhibitory concentration (MIC) of the
drugs was determined by the broth microdilution method, and also their effects on the optical
density (OD) of suspensions and biofilms of C. albicans were evaluated.The stability of
nystatin/chorhexidine mixture was tested in high performance liquid chromatography (HPLC).
Nystatin/chlorhexidine single formulation did not show a significantly differentMICcompared
to the drugs used alone.The combinations with time intervalsbetween drugs showed higher
MIC than the drugs alone, except for the MIC of chlorhexidine with 10-min interval. According
to our results, the combination of the drugs interferes with theMIC, increasing its level,
exceptfor the chlorhexidine MIC in nystatin/chlorhexidine single formulation.
Nystatin/chlorhexidine combinations showed impaired activity against C.albicans biofilms.
Among the combinations, that with 30-min interval showed the highest antifungal effect and
the single formulation the lowest. The drugs when combined showed high percentages of
degradation at all the times evaluated.

Conclusion: The combination of nystatin and chlorhexidine interferes with their effectiveness

and also increases their rate of degradation.

Key words: Candidiasis; Nystatin; Chlorhexidine; Broth Microdilution; Candida albicans.
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1 INTRODUCAO

A candidiase é a infeccdo fungica mais prevalente na cavidade oral de seres
humanos,sendo a Candida albicans o patdgeno mais frequentemente envolvido(Barkvoll;
Attramadal, 1989), e sua incidéncia tem aumentado nas ultimas décadas. A enfermidade
é classificada como uma infeccdo oportunista, que tem por fatores prediponentes a
xerostomia, 0 uso de alcool e tabaco, desordens hormonais, préoteses mal-higienizadas e
mal-adaptadas (Garcia-Cuesta et al., 2014), disfuncdo das glandulas salivares, diabetes
mellitus, distarbios endocrinos, hereditariedade, deficiéncias nutricionais graves e
condic¢des imunossupressoras como infeccéo pelo HIV e quimioterapia (Akpan; Morgan,
2002; Barkvoll; Attramadal, 1989; Ellepola, 2005; Garcia-Cuesta et al., 2014; Olczak-

Kowalczyket al., 2015).

A nistatina e a clorexidina sdo amplamente prescritaspara o tratamento de
infeccbes orais. A nistatina € um agente antifungico do tipo polieno, com efeito
fungistatico e fungicida, de administracao segura e pobre absor¢do no trato gastrointestinal
(Brescansin et al., 2013; Gunderson et al., 2000; Sklenér et al., 2013). J& a clorexidina é
considerada um antisséptico padrdo-ouro, com acao bactericida e bacteriostatica, e tem
como vantagem a substantividade, que é a capacidade de ligar-se aos tecidos moles e duros
da cavidade oral, o que permite acdo por longos periodos ap6s a administracao (Varoni et

al., 2012).

Ha relatos de que o uso concomitante de nistatina e clorexidina estaria
contraindicado em funcdo de resultar na formacao de um sal desprovido do desejado efeito
farmacoldgico (Barkvoll; Attramadal, 1989; Epstein et al., 1992; Gaibi, 2006). Entretanto,

a literatura exibe aspectos controversos a esse respeito, com alguns relatos de indicagao



de seu uso combinado (Gaibi, 2006). Barkvoll e Attramadal (1989) testaram, in vitro, a
efetividade da combinacgéo das substancias em cultura de Candida albicans. Os autores
verificaram que a concentracéo inibitéria minima (CIM) foi expressivamente maior para
a combinacdo das drogas do que para cada um dos farmacos isoladamente, sugerindo que
o digluconato de clorexidina e a nistatina sejam, ambos, inibidores do crescimento de
C.albicans, mas com efeito antagonista entre si. O estudo de Barkvoll e Attramadal (1989)
parece ser 0 mais consistente a investigar o uso combinado dos farmacos. No entanto,
alguns aspectos metodoldgicos favorecem as contestacdes da literaturaquanto a
aplicabilidade dos resultados desse estudo a rotina clinica, quais sejam o uso combinado
das drogas com volumes iguais emformulacdo Unica, bem como do teste de difusdo em
agar (CLSI, 2008) e a auséncia de analise quimica da mistura. Diante do exposto, a
presente pesquisa teve por objetivo analisar, in vitro, a estabilidade da mistura e o efeito
dacombinacéao de clorexidina e nistatina sobre cultivos de Candida albicans. O trabalho
foi estruturado sob a forma de dois artigos cientificos, sendo que o primeiro apresenta uma
revisdo da literatura sobre o tema, e 0 outro consiste na apresentacdo do experimento

conduzido.
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4 DISCUSSAO GERAL

A presente pesquisa foi inspirada no fato de a nistatina e a clorexidina serem
amplamente prescritas para tratamento e prevencao de infecgdes orais e, a0 mesmo tempo,
existirem relatos da contraindicagdo de seu uso combinado. 1sso se deveria a formagéo de um
sal insoluvel quando as drogas sdo misturadas (Barkvoll; Attramadal, 1989; Gaibi, 2006).
Alguns autores também orientam que seja respeitado o intervalo de 30 minutos entre 0 uso
da clorexidina e a escovacao dentéria, para prevenir interacdes entre a estrutura catiénica da
mesmae componentes aniénicos como o lauril sulfato de sédio e o fluoreto presentes em

dentifricios (De Paola; Spolarich, 2007).

Embora Barkvoll e Attramadal (1989) contraindiguem o0 uso combinado de
clorexidina e nistatina, 0 assunto ainda € cercado de algumas davidas, havendo controvérsia
sobre a verdadeira interacdo entre os farmacos e também sobre a existéncia de um intervalo
de tempo entre o uso de ambos que fosse classificado comoseguro (Barkvoll; Attramadal,
1989; Gaibi, 2006). Considerando que a literatura carece de estudos que investiguem essas
interagBes com rigor metodoldgico, o presente estudo avaliou o efeito do uso combinado de
nistatina e clorexidina sobre culturas em suspenséo e biofilmes de Candida albicans, bem
como testou a estabilidade quimica da mistura das drogas por meio de cromatografia liquida

de alta eficiéncia (HPLC).

Os resultados da concentragdo inibitéria minima (CIM) e da densidade optica (DO)
das culturas de C. albicansem suspensédo nao exibiram diferenca significativaao comparar-se
a formulacdo uUnica de nistatina/clorexidinacom as drogas usadas isoladamente. De modo
geral, as demais combinacgdes, empregando diferentes intervalos de tempo entre as drogas,

exibiram CIM maior que as drogas isoladas. Por outro lado, quando testadas as menores



concentragdes das drogas, a combinacdo das mesmas teve melhor efeito que o uso isolado.
Nos ensaios com biofilmes de C. albicans, que parecem simular melhor o microambiente
encontrado in vivo, a formulagdo Unica de nistatina/clorexidinamostrou-se menos efetiva
quando comparada as drogas empregadas de forma isolada. As combinacfes a diferentes
intervalos de tempo também tiveram seu efeito prejudicado, com excecdo do intervalo de 30
minutos, que ndo diferiu significativamente das drogas empregadas isoladamente. Esses
achados para o ensaio com biofilme estdo de acordo com o intervalo de 30 minutos entre o

uso da clorexidina e dentifricios preconizado na literatura (De Paola; Spolarich, 2007).

Nos ensaios de HPLC, a mistura nistatina/clorexidina exibiu elevado percentual de
degradacdopara ambas as drogas em todos os tempos avaliados (baseline, 24 horas e 48
horas). Ainda, ainspegdo visual evidenciou um precipitado de coloracdo amarelada nas
formulagdes contendo a mistura de clorexidina e nistatina, o que corrobora os achados de

Barkvoll e Attramadal (1989).

Alguns vieses metodoldgicos devem ser considerados, ja que estudos in vitro ndo
reproduzem fielmente as condigdes in vivo. Nesse contexto, fatores ambientais podem ter
influenciado os ensaios de CIM e a analise da DO das culturas em suspensdo. Segundo as
normas doClinical & Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008), a determinacéo da CIM
deve ser realizada em pH neutro. Entretanto, in vivo, o pH € variavel e tanto as caracteristicas
dos microrganismos quando das drogas testadas variam com diferentescondi¢fes ambientais
de pH etemperatura (de Vasconcellos et al., 2014; Lampen et al., 1959). Ainda, o fato de ndo
ter contemplado espécies de Candida ndo-albicans nos cultivos testados nem a incluséo de

espécies bacterianas nos biofilmes pode ser considerado uma limitagdo do presente estudo.

Apesar das limitacdes inerentes a um estudo in vitro, a presente pesquisa evidenciou

que o uso combinado de nistatina e clorexidina pode, de fato, interferir na atividade


http://clsi.org/

antifungica das drogas. Elevacdo da CIM e menor efeito antifingico nos biofilmes de C.
albicans foram verificados por ocasido do uso combinado. Além disso, os elevados
percentuais de degradagédo tanto da nistatina quanto da clorexidina quando em formulacéo
Unica, verificados em todos os tempos analisados, reforcam a possibilidade de interacdo
quimica entre ambas. Esse achado € corroborado pela observacdo do precipitado nas
formulacGes contendo a mistura das drogas. Por outro lado, os achados para a DO das culturas
em suspensdo quando do uso de baixas concentracdes de clorexidina e nistatina sugerem que,
caso sejam empregadas concentracGes subterapéuticas, o uso combinado pode ter melhor
efeito que as drogas isoladas. Talvez seja este o fator responsavel pelas evidéncias clinicas
contraditérias que levam alguns autores a defenderem o uso combinado de nistatina e

clorexidina (Gaibi, 2006).

De acordo com os resultados do presente estudo, antes de prescrevero uso clinico de
nistatina e clorexidina de forma combinada, o profissional deve considerar a possibilidade de
interacdo quimica entre ambas e seu consequente prejuizo a acao terapéutica. Ainda, entre os
tempos testados, o intervalo de 30 minutos entre as drogas parece 0 mais apropriado em
situacbes em que, porventura, o uso combinado se faca necessario. Novos estudos
empregando biofilmes com multiespécies de Candida spp. e também espécies bacterianas,
bem como diferentes condicGes de pH e temperatura podem trazer novos esclarecimentos

sobre 0 assunto e nortear a conduta clinica de forma mais adequada.



