UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
RO DE CIEN DA SAUDE
POS-GRAL O:EM ODO}

EiDO
RIL-B-
LIDADE

APOS \

CICLOD

%W\ENT\A /ED[F[CAf



BEATRIZ BARROS VIANA

ANALISE ANTIFUNGICA DO CINAMALDEIDO APOS INCLUSAO
COM 2-HIDROXIPROPRIL-B-CICLODEXTRINA SUBMETIDOS A
ESTABILIDADE ACELERADA.

ANTIFUNGICAL ANALYSIS OF CINNAMALDEHYDE AFTER
INCLUSION WITH 2-HYDROXYPROPYL-3-CYCLODEXTRIN
SUBJECTED TO ACCELERATED STABILITY TESTING

Dissertacao apresentada ao Programa de
Po6s-Graduagdo em Odontologia, da
Universidade Federal da Paraiba, como
parte dos requisitos para obtencdo do
titulo de Mestre em Odontologia — Area
de Concentragao Ciéncias

Odontoldgicas.

Orientador: Prof. Dr. André Ulisses Dantas Batista

Joao Pessoa
2025



MO 0E =] O LAds L bd e

[ -
_

3

5

L e e e
MDOO0E =] O LA s L

Fed I
L]

P b
b =

Ll

[ S ) O T R T o A R
(=1 = - <C I =

L
i

3

Lt

5

Lad Lad
g

aa
A

L

i
1

L]
-

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

. - PPG&asars
PROGRAMA DE POS-GRADUACAD EM ODONTOLOGIA
ATA DA DEFESA PUBLICA DE DlSSERTA‘;ﬁU DE MESTRADO
2025

Aoz vinte e nove dias do més de agosto do ano de 2025, as 08:00 horas, no auditonio do Programa de Pos-
graduacio em Odonfologa (FPGO) e com uso de recursos ibndos a distancia, reumram-se o membros da
bapca exapunadora composta pelas professores doutores: ANDEE ULISSES DANTAS BATISTA
(Onentador(z) e Presidente), RICARDO DIAS DE CASTRO (membro interno ao Programa de Pos-
sraduacio em Odontologia — UFFPB) e Sandra Lucia Dantas de Morzes (membro externo a0 Frograma de
Pos-graduagio em Odontologia — UFPE, v1a Google Meet) a fim de argurem ofa) mestrando(z) BEATRIZ
BARROS VIANA com relagdo ao seu trabalho final de curso de mestrado (dissertagdo), sob o titulo
“ANALISE ANTIFUNGICA DO CINAMALDEIDO APOS INCLUSAO COM 2- HIDROXIPROPRIL-B-
CICLODEXNTEINA SUBMETIDOS A ESTABILIDADE ACELERADA™. Aberta a sessdo pelo presidente
da mesma coube ofa) candidatoia), na forma regimental expor o tema de sua dissertagdo, dentro do tempo
regulamentar. Em segmda, for questionado pelo: membros da banca examunadora, sendo as explicagdes
necessanas formecidas e as modificagdes solicifadas registradas. Logo apos, os membros da banca
examinzdora reuniram-se em sessdo secrefa, tendo chegade azo segunte julgamento, que, de publhco, fo1
amunciado: 1° Examinador (membro externo): Concerto “Aprovado™; 2° Exammnador (membre mterno):
Coneerto “Aprovado, 3° Examinader (Onentador & presidente): Concerto “Aprovade”. O que resultou em
concerto final 1gual: “APROV, ®, o gue permife ofa) candidato(z) fazer ms ao tiulo de Mestre em
Odontologia. Os documentos uhibizades para avaliagdo da candidata durante o processo agm descnto
apresentam-se como prova documental do mesmo e, como tal, serdo anexadas a esta afa para arquivamento.
MNada mais havendo a tratar, for lavrada a presente ata, gue sera assimada pelo presidente, pelos demais
membros da banca e pelofa) candidato (2.

Diccim #rec- s 8 cha ciggl i sl et Diccim #rec- s 8 cha ciggl i sl et
g U-b SARDAA LLICIA DANTAS DT M OALES g U-b RECAADA 4SS DE CASTRO
i SR L T e ] [ E R R P TFF R W R R ]
Wl eaai £ v PETEo i Sand i B i B B Wl eaai £ v PETEo i Sand i B i B B
1* Examinador — Membro Externo 2* Examinador — Membro mterno

Czsciim arria sanin sdka diglislmsak
14 L sk dag - Ceoeciim #rvs: sanin 8 o diggl ialmants

AMOET ULISSES DARTAS BATISTH
uh - . : - DEATRT EASRI S WA,
g Dialac T8/OR FNGS5 S 20000 g U-b Dt 1O S 1 625 3L -0 000
WYl RS £ T LTl P e Wl eEn £ e P il B By

3* Exammador — Presidenta Candidato (3)

Universidade Federal da Paraiba — Centro de Ciéncias da Salde
Programa de Pos-graduagdo em Cdontologia — Campus | — Cidade Universitaria
Jodo Pessoa — PB CEP — 53051-200 Fone: (83) 3216-7797
www ufpb b posfodontologia



Catalogagdo na publicacgao
Segdo de Catalogagdo e Classificacgéao

V6l4a Viana, Beatriz Barros.

An&dlise antifingica do cinamaldeido apds inclusdo
com 2-Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin submetidos a
estabilidade acelerada. / Beatriz Barros Viana. - Jodo
Pessoca, 2025.

50 £. : 1il.

Orienta¢do: André Ulisses Dantas Batista.
Dissertagdo (Mestrado) - UFPRBR/CCS/PPGO.

1. Candidiase oral. 2. Cromatografia liquida. 3.
Técnicas microbioldégicas. 4. Estabilidade de
medicamentos. 5. 2-Hidroxipropil-beta-Ciclodextrina. I.
Batista, André Ulisses Dantas. II. Titulo.

UFPB/BC CDU 616.31(043)

Elaborado por RUSTON SAMMEVILLE ALEXANDRE MARQUES DA SILVA -

CRB-15/0386




AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus e a Nossa Senhora, por todas as bengdos derramadas
durante o periodo desse mestrado, todas as oportunidades e portas que se abriram
e por todo pedido feito a Eles terem sido ouvidos. Sem minha fé, esperanca e
confianca nEles nada teria sido realizado e prosperado.

A minha familia, Renata (mainha), Junior (painho), Maria Auxiliadora
(Voinha), Bianca (minha irma gémea), Gustavo (meu irmé&o), Edorice Navarro (vovo
— in memorian) e José Ferraz (vové — in memorian), Guilherme (cunhado) que
sempre me apoiou em todas as ideias que obtive durante minha vida, pelo suporte
e por fazerem o possivel e o impossivel pelo meu sonho. Agradego a companhia,
0 ombro, a escuta e os conselhos para me fortificar e me tornar melhor a cada dia.
Em especial a minha mae, que abriu meu olhar para o mundo académico desde
nova, sendo uma das minhas inspiracbes como professora e a minha irma na qual
dividimos ao mesmo tempo as mesmas conquistas, mestrado, concurso, uma
engradecendo a outra.

Ao meu orientador, André Ulisses Dantas Batista, o qual tive o prazer de
acompanhar na minha graduagéao, desde esse periodo sempre foi minha inspiragéo
como profissional (cirurgido-dentista) e docente perpetuando esse sentimento até
o momento. Por me favorecer vivenciar o lado académico e pela sua reputacgéo,
ampliando assim meu caminho profissional. Além disso, agradego a paciéncia para
ensinar, cooperagao a esse trabalho e por ser tdo compreensivo, pelas ideias e
experiéncia que trocamos ao decorrer da pos-graduagao sobre os diversos temas
relacionados a odontologia. Levarei seus ensinamentos ao decorrer da minha
trajetdria.

A minha orientadora da graduacdo, Ana Karina Maciel de Andrade, por toda
confianga depositada em mim quando iniciei no programa de iniciagao cientifica,
por me ajudar em toda essa trajetoria até aqui, por todo apoio, todo ensinamento,
todas corregbes e ajuda necessaria. Vocé foi o ponta-a-pé para descobrir minha
capacidade como pesquisadora.

Aos meus coordenadores da especializacdo de Harmonizagao Orofacial e
amigos Thayse de Medeiros Nobre Bettoni e Carlos Henrique Bettoni Cruz de

Castro que enxergaram e confiaram na minha capacidade como docente, me



oferecendo compor como parte do seu grupo antes mesmo da finalizagdo do meu
mestrado. Vocés sao sinbnimos de bondade, fé, humanizacdo, empatia e
conhecimento. Sou extremamente grata a vocés por todo apoio e incentivo para a
finalizagdo desse projeto, mesmo em momentos de desesperanga para isto ocorrer.

Aos meus amigos Luana, Patrick, Mariana, Carol, Raiana, Gabi, Thayane,
Thais, Lucas Vieira, Maria Thamires, Natan, Alexia, Matheus, Weslley, Pedro,
Felipe, Thiago que sempre estiveram comigo nos bons e mal momentos durante
esses anos desafiadores, me oferecendo sempre uma escuta acolhedora e sendo
meu ponto de refugio quando o estresse ja ndo estava mais dando conta.

Aos meus amigos da graduagdo Matheus, Palloma, Larissa, Lucas
Medeiros, Heloisa e Hugo, na qual sempre ha uma reciproca de apoio de vermos
crescendo profissionalmente e pessoalmente uns aos outros. Levo vocés em meu
coragao sempre. Em especial a Palloma, pela disposicdo de me ensinar sobre a
andlise antifungica, pela companhia nos laboratérios ao decorrer do processo
dessa pesquisa, pelos apelos e escuta.

Aos meus avaliadores da banca, prof. Dr. Ricardo Dias, profa. Dra. Sandra
Moraes e prof. Dr. Hugo Ramalho pelas contribuicdes dadas a esse trabalho desde
a minha qualificacédo para que tornasse um trabalho de exceléncia.

Aos meus colegas de turma do mestrado, pela divisdo das dores e
dificuldades ao desenvolver nossas pesquisas € ao compartiihamento de ideias,
auxilios durante esta jornada.

Ao prof. Dr. Humberto Xavier e a prof. Dr. Ricardo, pela disponibilidade em
oferecer seu laboratorio e equipamentos para prosseguimento da pesquisa.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq), processo n° 409610/2023
(Convocatéria 10/2023 — Universal).

Agradeco a Universidade Federal da Paraiba e ao Programa de Pos-

Graduacgao em Odontologia, pelo apoio institucional recebido.



RESUMO
As caracteristicas inerentes a resina acrilica, material comumente utilizado para
confecgdo de proteses, e o uso indiscriminado de medicamentos terapéuticos
favorecem a proliferacdo de infecgdes oportunistas, como a candidiase oral.
Contudo, devido a resisténcia antimicrobiana observada nesses ultimos tempos e
a dificuldade de fabricagao de novos antifungicos, torna-se necessario a utilizagao
de produtos sintéticos com atividade antimicrobiana, como por exemplo, o
cinamaldeido. Pelas suas caracteristicas de baixa biodisponibilidade; instabilidade,
sensibilidade a luz, umidade e altas temperaturas, torna-se viavel encapsula-lo para
melhorar a estabilidade e a liberagdo da substancia a longo prazo por meio da
inclusdo com 2-hidroxipropril-B-ciclodextrina (HD-B-CD). Com isso, o objetivo do
trabalho foi analisar a atividade antifungica em diferentes tempos apds teste de
estabilidade acelerada, comparando o cinamaldeido com o complexo de inclusdo
com a HD-B-CD. Inicialmente, foi preparada as solugbes da emulsdao de
cinamaldeido de 27 pg/mL, seguindo estudos anteriores, e o complexo de incluséo
com cinamaldeido (24uL) + HD-3-CD. Apds o preparo das solugdes, foi realizado
um estudo piloto, para obter a concentracao inibitéria minima (CIM) inicial, a fim de
determinar a concentracdo da ciclodextrina que iria ser utilizada. Prosseguiu-se
com as analises de cromatografia gasosa (HPLc), infravermelho (FTIR), testes de
estabilidade e de inibicdo da adesdo do biofiime contra Candida albicans e C.
glabrata, avaliando os tempos iniciais (To), 30 (T30) e 60 (Teo) dias sob variagdes de
temperatura. Os dados foram tabulados e analisados a partir do teste de Shapiro
Wilk, no qual apresentaram distribuigdo normal, posteriormente a isto, foi utilizado
o teste ANOVA. A analise por FTIR confirmou a formacdo do complexo e a
interacao molecular entre CNM e HD-3-CD. Os resultados obtidos para o teste de
inibicado da adesao do biofilme, foram que no To, CNM e CNM+CD apresentaram
atividade antifungica semelhante em todas as concentragdes, reduzindo
significativamente o crescimento fungico quando comparados ao padrao-ouro
(nistatina). Aos 30 dias, o ciclo de congelamento e descongelamento manteve a
atividade antimicrobiana de ambas as substancias, enquanto o armazenamento a
4°C promoveu diminuicdo do crescimento fungico em todas as concentragdes. Em
temperatura ambiente (25°C), a inibigédo significativa ocorreu a partir da CIMx4, e
em altas temperaturas (40°C) a partir da CIMx2 para o CNM e da CIMx4 para o

CNM+CD. Apés 60 dias, apenas concentracdes mais elevadas mantiveram efeito,



com desempenho superior do complexo na CIMx8 em 25 °C e 40 °C, enquanto o
CNM na CIMx10. Dessa forma, a complexacdo do cinamaldeido apresentou-se
favoravel por conseguir preservar a atividade antifungica, diminuindo os efeitos
ambientais deletérios a capacidade volatii do CNM, apresentando como uma
alternativa promissora para novas formulagdes terapéuticas de produtos de limpeza
para proteses dentarias, podendo contribuir para a prevengao de candidiase oral.
Novos estudos sao necessarios a fim de avaliar a aplicabilidade clinica e a forma
de apresentacido desses produtos, buscando alternativas mais estaveis do que a
solugao liquida, o qual preserve a antifungica a longo prazo e fornega praticidade
ao uso.

Palavras-chave: Candidiase; 2-Hidroxipropil-beta-Ciclodextrina; Estabilidade de

medicamentos; Técnicas microbioldgicas; Cromatografia Liquida de Alta Presséao.
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ABSTRACT
The inherent characteristics of acrylic resin, a material commonly used for the
fabrication of prostheses, along with the indiscriminate use of therapeutic drugs,
favor the proliferation of opportunistic infections such as oral candidiasis. However,
due to the antimicrobial resistance observed in recent years and the challenges in
developing new antifungal agents, the use of synthetic products with antimicrobial
activity, such as cinnamaldehyde, has become necessary. Because of its low
bioavailability, instability, and sensitivity to light, moisture, and high temperatures, it
is feasible to encapsulate cinnamaldehyde to improve its stability and ensure long-
term release through inclusion with 2-hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HP-B-CD).
Thus, the aim of this study was to evaluate the antifungal activity of cinnamaldehyde
in comparison with its inclusion complex with HP-3-CD, at different time points after
accelerated stability testing. Initially, cinnamaldehyde emulsion solutions at 27
Mg/mL were prepared, following previous studies, along with the inclusion complex
of cinnamaldehyde (24 L) + HP-3-CD. After solution preparation, a pilot study was
conducted to determine the minimum inhibitory concentration (MIC), which
established the concentration of cyclodextrin to be used. Subsequently, analyses
were performed using high-performance liquid chromatography (HPLC), Fourier-
transform infrared spectroscopy (FTIR), stability testing, and biofilm adhesion
inhibition assays against Candida albicans and C. glabrata, evaluating initial time
(TO), 30 days (T30), and 60 days (T60) under different temperature conditions. Data
were tabulated and analyzed using the Shapiro—Wilk test, which confirmed normal
distribution, followed by ANOVA. FTIR analysis confirmed the formation of the
inclusion complex and the molecular interaction between cinnamaldehyde and HP-
B-CD. Regarding the biofilm adhesion inhibition test, at TO, cinnamaldehyde and the
cinnamaldehyde—cyclodextrin complex showed similar antifungal activity at all
concentrations, significantly reducing fungal growth when compared with the gold
standard (nystatin). After 30 days, freeze—thaw cycles maintained the antimicrobial
activity of both substances, while storage at 4°C promoted fungal growth reduction
at all concentrations. At room temperature (25°C), significant inhibition was
observed from MICx4, whereas at higher temperatures (40°C), inhibition occurred
from MICx2 for cinnamaldehyde and MICx4 for the cinnamaldehyde—cyclodextrin
complex. After 60 days, only higher concentrations maintained activity, with superior

performance of the complex at MICx8 at 25°C and 40°C, while cinnamaldehyde
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alone required MICx10. Therefore, cinnamaldehyde complexation proved
advantageous by preserving antifungal activity and reducing the deleterious
environmental effects on its volatile capacity. This suggests it as a promising
alternative for new therapeutic formulations of denture cleaning products, with
potential to contribute to the prevention of oral candidiasis. Further studies are
needed to assess clinical applicability and presentation forms of such products,
seeking alternatives more stable than liquid solutions, capable of preserving
antifungal activity in the long term while providing practicality in use.

Keywords: Candidiasis; 2-Hydroxypropyl-beta-cyclodextrin; Drug Stability;
Microbiology; Chromatography, High Pressure Liquid.
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1. INTRODUGAO

A candidiase oral € uma infecgao oportunista causada pelo fungo do género
Candida que se desenvolve como uma infecgado secundaria a partir de deficiéncia
imunoldgica, ma higiene oral e disturbios metabdlicos. Dentre as espécies que
encontramos nessa doenga, temos a Candida albicans e as espécies nao albicans
(Arya e Naureen, 2023). O aumento da incidéncia de candidiase tem sido relatado
nos ultimos anos, o que torna critico e essencial o seu entendimento (Qiu et al.,
2023).

A presencga desses microrganismos na forma de biofilme fungico altamente
resistente é retida e aderida em préteses dentarias (Tavora et al., 2019). Com isso,
diferentes estratégias terapéuticas tém sido implementadas para a preveng¢ao ou
tratamento da candidiase, desde o uso de desinfetantes e produtos de limpeza para
proteses até a administracdo de medicamentos antifungicos orais e sistémicos
(Bajunaid et al., 2022).

Ao contrario da diversidade de classes de antibibticos disponiveis para uso
contra patdégenos bacterianos, existem apenas trés classes principais de
medicamentos antifungicos usados para tratar infecgdes fungicas invasivas: azais,

equinocandinas e polienos (Kaur, Nobile, 2024).

Além disso, o uso indiscriminado desses farmacos, aliado a terapia
prolongada e repetida favorecem o desenvolvimento de resisténcia a
antimicrobianos (Sultan et al., 2019). Associado a isso, as alteragbes superficiais
na protese causadas pelo impacto do uso de produtos de limpeza protética podem
atuar como reservatorios desses microrganismos (Kiesow et al., 2016), a partir
disso, busca-se terapias alternativas, como os fitoterapicos, substancias de fontes
naturais ou vegetais, sintéticas com provavel atividade antimicrobiana a fim da

substituicdo medicamentosa (Pasrija et al., 2023).

O cinamaldeido apresenta como uma solucado alternativa de limpeza
prolongada de préteses, demonstrando desempenho similar aos outros produtos
de higienizagdo, como peroxido alcalino e hipoclorito de sédio, garantindo ter uma
boa biocompatibilidade e custo-beneficio (Macédo et al., 2022). Além disso, € uma

substancia que consegue remover de forma efetiva o biofilme presente no material
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protético de forma semelhante ao hipoclorito de sédio (Martorano-Fernandes et al.,
2021). Contudo, apresenta algumas limitacbes, como a baixa biodisponibilidade;
instabilidade da substancia decorrente da rapida oxidagao do grupo aldeido (Liu et
al., 2020); sensibilidade a luz, a umidade e a altas temperaturas (Chimvaree et al.,
2020).

A partir disso, surge avangos que formulam um melhor tratamento podendo
efetivamente melhorar a estabilidade (Liu et al., 2020), como a formagédo de
complexos de inclusdo com ciclodextrinas (Xavier-dunior et al., 2019). Essa
estratégia apresenta a vantagem de uma alta relagdo entre area superficial e
volume (nm), na qual ajuda a liberagdo de forma regular e controlada do
medicamento, em um maior contato com a area (Lo, Mahmoudi E Fauzi, 2023).
Além disso, ndo promove alteragdes na estrutura da substancia principal (Xavier-
Junior et al., 2019).

Resultados promissores tém sido relatados em estudos anteriores de Chen
et al., (2019) quando comparou o efeito inibitério contra Streptococcus aureus do
cinamaldeido ndo complexado com cinamaldeido encapsulado por lipossomas,
apods 30 dias de armazenamento, a capacidade antimicrobiana do cinamaldeido
puro diminui enquanto o associado aos lipossomas manteve-se com o0
prolongamento do tempo de armazenamento. Dados semelhantes foram obtidos
no estudo de Yildiz et al., (2019) avaliando a estabilidade térmica apds inclusao do
cinamaldeido com 2-hidroxipropril-B-ciclodextrina, na qual a evaporagao do
cinamaldeido puro iniciou-se abaixo de 50°C e sua vaporizagao total deu-se antes
de 200°C, apos inclusdo com a ciclodextrina na proporgado (1:1) passou a,

respectivamente, 85°C e 240°C, ja na proporgéao (2:1) estabelece em 75°C e 270°C.

O presente trabalho tem o intuito de complementar e elucidar evidéncias
obtidas na literatura referente ao uso do cinamaldeido, por este apresentar
instabilidade ao meio compromete a formulacao de novos produtos terapéuticos de
limpeza para prétese, essa limitagdo reforca a necessidade de investigar
estratégias que aumentem a estabilidade e prolonguem sua atividade
antimicrobiana, como o encapsulamento em ciclodextrina. Tal abordagem pode
viabilizar a formulacdo de novos produtos de higienizacao protética contribuindo

para a diminuicao de infec¢des oportunistas associadas ao uso de proteses.
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Este estudo trata-se do uso de cinamaldeido encapsulado em ciclodextrina
com potencial aplicagdo antifungica, voltada para prevencao/tratamento de
candidiase protética. De acordo com os objetivos de desenvolvimento sustentavel
(ODS) conecta-se diretamente a ODS 3 ao favorecer a prevenc¢ao da candidiase
protética e melhorar a qualidade de vida dos usuarios de proteses; ao ODS 9, por
estimular inovacdo em biomateriais odontolégicos. No contexto das Areas
Nacionais de Prioridades em Saude (ANPPS), dialoga com os eixos de doengas
transmissiveis, saude bucal por envolver a prevencdo de infecgdes fungicas
oportunistas, especialmente em populagdes vulneraveis que afetam diretamente a
qualidade de vida e inovagao tecnoldgica em saude por desenvolvimento de uma

complexacgao bioativo, evidenciando seu potencial impacto clinico e social.

Assim, este estudo teve por objetivo analisar a atividade antifungica do
cinamaldeido apods inclusdo com 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina, a partir da
submissdao em diferentes parametros de armazenamento, testando uma
estabilidade acelerada, por diferentes periodos e compara-las. A hipotese nula
testada foi: a) O complexo de inclusdo de cinamaldeido com 2-hidroxipropil-p-
ciclodextrina ndo apresenta diferenga estatisticamente significativa na atividade
antifungica quando comparado ao cinamaldeido ndo encapsulado, em quaisquer

condicbes de armazenamento e tempos de analise.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Candidiase e Polimetilmetacrilato

A candidiase oral é uma infecgao fungica oportunista, no qual os biofiimes
de Candida albicans tém sido comumente associados a sua causa e ao
desenvolvimento de estomatite protética. Dentre as espécies que mais acometem
a cavidade oral temos: C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C.
pseudotropicalis, C. stellatoidea e C. tropicalis (R e Rafiq, 2023).

O polimetilmetacrilato (PMMA) tem sido amplamente utilizado como material
de base para proteses dentarias, principalmente devido a sua relagao custo-
beneficio, fabricagdo e manipulacdo simples, processo de manutencéo e reparo
mais facil, baixa densidade, propriedades fisicas e mecanicas satisfatorias (Farid
et al., 2022).
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A diminuicao do fluxo salivar, ma higiene e uso prolongado da protese sao
fatores de risco associados a estomatite protética (Qiu et al., 2023). Além disso, a
escovagao associada ao uso de dentifricio e imersdes em solugdes quimicas
podem causar efeitos deletérios na rugosidade da superficie e perda de massa do
material da protese, favorecendo a sua atuagdo como reservatério e facilitando a
adesao de microrganismos a proétese, contribuindo assim, no aumento da formagéao
de biofilme (Campos et al., 2023). Portanto, a confeccdo de proteses com
rugosidade baixa, limitadas a 0,2um tem sido preconizada para manutengao da

mucosa oral saudavel (Ayaz, Bagis e Turgut, 2015).

Segundo estudo de Montoya et al., (2024) no qual avaliou a interagao entre
o biofilme fungico e biomaterial de polimetacrilato de metila, demonstrou um
aumento na biomassa do biofilme, na atividade metabdlica, no numero de células
viaveis e na formacgao de hifas. Ademais, foi observada uma expressao significativa
de genes associados a viruléncia quando as células de Candida aderiram e
formaram biofilmes nas superficies do material. Esses resultados indicam que a
tensao superficial repetitiva/deformacao pode contribuir na adesao de microbiana,
formacao de biofilme e patogénese, o que pode levar a progressao de doencgas

infecciosas, como a estomatite protética (Montoya et al., 2024).

Diferentes abordagens sao implementadas para inibir e controlar a
estomatite protética, por meio da diminuicao da formacao de biofilme e da adesao
da C. albicans, como aplicagédo tépica de agentes antifungicos, modificacdo da
superficie da base protética e incorporacdo de agentes antimicrobianos na resina
acrilica. Contudo, mudancgas superficiais podem afetar a retencao da prétese,

rugosidade do material, pigmentacao (Gad, Abualsaud, Khan, 2022).
2.2. Cinamaldeido

O cinamaldeido é um aldeido aromatico de ocorréncia na natureza, que
possui forte atividade antibacteriana (Chen et al., 2019), extraido da casca de
espécies do género Cinnamomum e outras espécies vegetais (Alves et al., 2021)
aparenta uma cor amarelada e apresenta odor de canela, contribuindo amplamente
para a prevengao e tratamento de doencas inflamatdrias (Han et al., 2024).
Contudo, apresenta uma baixa disponibilidade e instabilidade causadas pela

oxidagao do grupo aldeido, resultando em uma menor eficacia do farmaco limitando
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sua aplicagcao clinica. Para superagcao dessas desvantagens, proteger a parte

instavel da substancia aparenta ser um método eficaz (Chang et al., 2021).

De acordo com um estudo in situ e in vitro, a comparagao entre o hipoclorito
de sodio a 0,5% e o cinamaldeido (27 pg/mL) na reducéo de unidades formadoras
de colénias de Candida albicans (ATCC 90058) nado revelou diferengas
estatisticamente significativas ap6s 7 e 14 dias de avaliagdo. Em relacéo a
rugosidade superficial da resina, houve um aumento apds o periodo de imersao,
enquanto a microdureza superficial apresentou uma ligeira diminuicdo. A
estabilidade de cor apresentou-se semelhantes em ambos os grupos, com AE
(<3,7), sem diferencas estatisticas significativas para os parametros testados
(Almeida et al., 2020). Estes resultados evidenciam a capacidade antifungica do
cinamaldeido por n&o apresentar diferengas significativas comparando ao agente

de limpeza padrao-ouro.

A pesquisa de Macédo e colaboradores (2022) revelou que as solugdes
testadas de cinamaldeido (27ug/mL), hipoclorito de sdédio e perdxido alcalino,
provocaram aumento na rugosidade das resinas apos cinco anos de simulacéo,
sem diferengas estatisticas significativas entre os grupos. As altera¢des cromaticas
foram pequenas, permanecendo abaixo dos limites perceptiveis e clinicamente
aceitaveis, também sem variagdes significativas entre os grupos. Os achados
indicam que o cinamaldeido apresenta seguranca comparavel as solugdes
tradicionais para desinfecgdo de proteses em uso prolongado, sem impactos

relevantes na integridade superficial ou na estética da resina.

Em estudos anteriores, avaliando o efeito inibitério sobre a formacao de
biofilme fungico por éleo de essencial de canela em concentragdes de 0,08% v/v (8
vezes a CIM) ou 0,64% v/v (16 vezes a CIM) por 24 horas, observou-se uma
inibicao de 70% ou mais (p <0,001) nos espécimes de resina acrilica pré-revestidas
com este 6leo, sendo mais eficaz que a solugdo de clorexidina a 0,2% que
permaneceu em inibicado de 50% (Choonharuangdej, Srithavaj e Thummawanit,
2021). Mostrando que esse composto apresenta resultados promissores em
relacéo a atividade antifungica quando comparado a solugdes bem documentadas

na literatura.
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Em relagao a citotoxicidade do cinamaldeido em invertebrados in vitro, Alves
et al., (2021) avaliaram diferentes concentragées (0,15, 0,31, 0,62, 1,25, 2,5, 5,0,
10,0 e 20,0 mg/kg) por 72 horas em larvas Galleria mellonella, observando que
nenhuma dessas doses resultou em mortalidade. Em camudongos, doses unicas
de 4mg/kg ndo induziu aumento do numero de eritrécitos micronucleados no
sangue periférico. Assim como, apds teste de toxicidade do cinamaldeido em
mucosa oral queratinizada de rato em diferentes concentragdes (25, 50, 100, 200,
300, 400, 500, 600 e 700ug/mL) também nao apresentou evidéncias clinicas e/ou

macroscopicas de inflamacéo.

Ja em relagao a utilizacdo do cinamaldeido em pomada orabase em estudo
clinico de fase | (Alves et al., 2022) aplicado em mucosa oral, na concentragao de
200ug/mL, observou que teve uma reducédo de 99% no numero de UFCs de
Candida spp., ja nas concentragcées de 300 e 400ug/mL reduziu em 100%. Os
eventos adversos registrados foram uma leve queimacgéo e transitoria ao aplicar a
pomada. Constatando que o cinamaldeido apresenta uma boa citotoxicidade aos

tecidos.
2.3. 2-Hidroxipropril-p-Ciclodextrina

A ciclodextrina (CD) é um composto oligossacarideo ciclico com pelo menos
6 unidades de D-(+)-glicopiranose ligadas a ligagbes glicosidicas a-1,4, formato
toroidal e uma cavidade com interior hidrofobico e exterior hidrofilico (Isadiartuti et
al., 2021). As ciclodextrinas sao utilizadas em formulag¢des de alimentos e produtos
farmacéuticos e cosméticos para aumento da solubilidade, protecéo e entrega de
agentes ativos. Existem principalmente trés classes: seis (a-CD), sete (B-CD) e oito
(y-CD) (Yildiz et al., 2019).

O tipo de ciclodextrina comumente utilizada para a formagao de complexos
de inclusao é a hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD). Trata-se de um derivado da
B-ciclodextrina, com alta solubilidade em agua (acima de 50 g/100 mL, a 25 °C),
devido a substituicdo do grupo hidroxila pela glicose. O composto também é menos

téxico e mais ecoldgico (Isadiartuti et al., 2021).

Suas propriedades podem melhorar a capacidade de carregamento de

medicamentos, a interacdo celular e a penetracdo tumoral, os perfis de liberagao
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de medicamentos e a citotoxicidade dos sistemas de entrega de farmacos (Varan
et al., 2017; Chimvaree et al., 2020). Essas caracteristicas tornam a hidroxipropil-
B-ciclodextrina um componente farmacéutico promissor (Pitha et al., 1986). A
interacdo entre o hospedeiro e compostos ativos pode envolver inclusao total ou

parcial com regiao hidrofébica ou hidrofilica da molécula (Chimvaree et al., 2020).

Estudo anteriores em analise de termograma, avaliou a perda de peso pelo
aumento da temperatura ao comparar a inclusdo de cinamaldeido com 3-CD e y-
CD. Os resultados mostraram que a vaporizagdo do cinamaldeido iniciou-se em
85°C e finalizou em 240°C a 260°C nos complexos de ciclodextrinas, enquanto o
cinamaldeido livre evaporou abaixo de 100°C (Yildiz et al., 2019). Esses dados
demonstram que a presenga do complexo de inclusdo fornece uma estabilidade
térmica melhorada necessaria devido a capacidade rapida de volatilizacdo do

constituinte.

Apos inclusdo da B-ciclodextrina no cinamaldeido e analise de liberagao do
cinamaldeido ao longo do tempo em diferentes concentragbes cinamaldeido/ j-
ciclodextrina (25:75; 50:50), conforme pesquisa realizada por Chimvaree e
colaboradores (2020), a proporgédo de 25:75 apresentou melhor desempenho na
fase inicial e mais rapida de liberagéo (até 3h), enquanto apds as 3h a taxa de
liberacdo torna-se constante e menor do que a proporc¢ao 50:50. Para a propor¢ao
25:75, o tempo de liberacao foi de 8h enquanto para a de 50:50 o tempo foi de
aproximadamente 105h (Yildiz et al.,, 2019). Estes dados demonstram que a
concentragéo de cinamaldeido no complexo de inclusdo influencia tanto na taxa de

liberacdo quanto no tempo de liberagdo ao decorrer do tempo.
2.4. Cinamaldeido encapsulado

Segundo dados de pesquisa de Chen e colaboradores (2019), no qual
utilizaram vesiculas lipossbmicas para encapsulamento do cinamaldeido, a partir
de diferentes proporcdes de 10, 20 e 30% da substancia, avaliou-se a retencao do
cinamaldeido durante armazenamento em 37°C por 30 dias. Os resultados
indicaram que o cinamaldeido livre apresentou retencdo de 49% em 5 dias,
enquanto as formulagbes encapsuladas, mesmo em diferentes proporgoes,
mantiveram cerca de 70% de retengcdo. Apds 30 dias, respectivamente,
apresentaram 30% e 55%. Quanto a atividade antimicrobiana contra
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Staphylococcus aureus, por meio do valor logaritmo de morte, observou-se que
apds 24h, o cinamaldeido livre apresentou maior atividade bacteriostatica em
comparagao aos encapsulados. Contudo, apds armazenamento a 37°C por 30 dias,
a atividade do cinamaldeido livre diminuiu comparada aos incluidos na qual
apresentaram um aumento da atividade antimicrobiana ao longo do tempo de

armazenamento.

Resultados semelhantes foram obtidos quando avaliou atividade
antibacteriana, contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Os autores
relataram que a nanoparticula inibiu o crescimento bacteriano, respectivamente em
65% e 62%; o cinamaldeido puro em 51% e 54%, enquanto o cinamaldeido +
quitosona 98% e 96% (Gadkari et al., 2019). Isto nos mostra que a nanoparticulas
tem auxilio sinérgico na atividade antibacteriana do cinamaldeido, potencializando
a atividade antibacteriana do cinamaldeido, assim como se espera para o

encapsulamento da substancia.

Estudo anterior avaliando o cinamaldeido encapsulado em nanoparticula de
biopolimero quanto a eficiéncia do encapsulamento, capacidade de carga,
espectroscopia infravermelha e estabilidade de armazenamento em diferentes
niveis de concentragao (1:5; 1:4; 1:3; 1:2; 1:1; 2:1; 3:1). Os resultados obtidos foram
que com o0 aumento da concentracdo de cinamaldeido livre houve uma reducao
significativa na eficiéncia do encapsulamento, enquanto para a capacidade de
carga aumentou proporcionalmente a massa. Para o parametro do espectro
infravermelho, no qual avalia a potencial interagdo envolvendo as nanoparticulas,
indicou a presenga de ligagdes de hidrogénio e interagbes hidrofébicas entre as
nanoparticulas e o cinamaldeido. Ja na estabilidade de armazenamento em 6
semanas, com temperatura entre 4°C-25°C foi observada retengdo acima de 95%
em toda a variacéo de faixa de pH (1-10) com concentragdes de NaCl diferentes (0
a 4M). Em relacdo estabilidade térmica, o cinamaldeido livre sofreu uma
degradacao total em 237°C, enquanto o encapsulado manteve-se até 326°C para
uma redugao de peso significante, com retengéo superior a 80% (Li et al., 2020).
Esses dados demonstram que a estabilidade térmica e a variagdo do pH é
melhorada pelo encapsulamento da substancia, superando as limitagdes

apresentadas pelo cinamaldeido.
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Pesquisa anteriores de Chen et al., (2024) testaram cinamaldeido livre e
cinamaldeido em emulsdo, armazenado em diferentes periodos (simulando 5
minutos e 2 anos) a fim de testar a sua atividade antibacteriana contra Actinomyces
viscosus e obteve-se como resultado uma taxa de inibicado de 50 a 75% quando
atuou por 2/5min utilizando a CIM do cinamaldeido fresco, desaperecendo seu
efeito de inibicdo quando simulado um armazenamento por 2 anos, enquanto a
mesma concentracido da emulsao de cinamaldeido fresco apresentou maior taxa
de inibicdo (100 % da taxa de inibigdo) quando atuou por 2 min ou 5 min e ainda
manteve o mesmo efeito inibitério por 2 anos. Observando assim, uma melhora na
capacidade antifungica do cinamaldeido apds associagdo com sistemas de

entrega.

Estudo de Li et al., (2024) investigou a molécula de transcinamaldeido com
2-hidropropil-p-ciclodextrina (1:1) em relagdo a sua estabilidade por meio da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLc), em diferentes periodos (0, 7, 14, 30
dias) expondo trés amostras dessa solugao em temperatura ambiente (23°C = 5) a
luz do dia e mais trés a temperatura ambiente e escura, obtiveram que a
estabilidade da amostra exposta a luz, no periodo de 30 dias foi significativamente
maior (73,2%) em comparagdao a amostra mantida no escuro (57,83%). Como
também, aplicou no espectrofotdmetro infravermelho e possuiu como resultado que
0s principais picos aparentados no cinamaldeido ndo apareceu no complexo de
inclusdo, mostrando que foram encapsuladas de forma satisfatéria. Isso verifica a

boa solubilizagcao e a interacao eficaz entre os dois componentes.

3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Analisar a atividade antifungica in vitro do cinamaldeido apds submisséo a
diferentes parametros de armazenamento com a inclusdo da substancia com 2-

hidroxipropil- B-ciclodextrina.
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o tempo de prateleira do cinamaldeido apds inclusdo com 2-

hidroxipropil-B-ciclodextrina:

22



e Determinar a concentragdo do cinamaldeido, tanto do n&o encapsulado
quanto do complexo de inclusdo, por meio da cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLc);

¢ Analisar as interacdes do complexo de inclusao utilizando a espectroscopia
no infravermelho (FT-IR);

e Submeter as amostras a testes de estabilidade acelerada, incluindo
centrifugacéo, exposicao a diferentes temperaturas (5°C, 25°C e 40°C) em
variados periodos (To, Tso dias, Teo dias) e ciclos de congelamento e
descongelamento (To e Tso dias);

e Avaliar a atividade antifungica (To, Tso dias, Teo dias), comparando os
resultados com o cinamaldeido n&o encapsulado (grupo controle negativo)

e nistatina (grupo controle positivo).

4. METODOLOGIA
4.1. ESTUDO PILOTO
4.1.1 PREPARO DAS SOLUGOES TESTES

4.1.1.1 CINAMALDEIDO (GRUPO CONTROLE)

A emulsdo do cinamaldeido (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi
preparada na concentragdo de 27 pg/mL (2x10* mol/L), seguindo estudo de
Almeida et al., (2020).

41.1.2. CINAMALDEIDO ENCAPSULADO COM 2-HIDROXIPROPIL- B-
CICLODEXTRINA

O complexo de incluséo de cinamaldeido com 2-hidroxipropril-B-ciclodextrina
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi preparado utilizando a quantidade de
cinamaldeido de 24uL em um frasco de vidro com 500uL da solugdo mae de

hidroxipropil-p-ciclodextrina (MM = 1,380g/mol), na qual foi adquirida utilizando o

m
MMxV’

calculo da ¢ = com m = 0,699 da substancia aferida em balanga analitica

ATY224 (Schimadzu, Kyoto, Japao) e dissolvida em V = 5mL de agua milli-q.

A partir da solugao mae, foram obtidas as solugdes filhas de 100mM, 50mM,

25mM, 10mM, 1mM. Seguindo a concentragao, respectivamente de:
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Tabela 1 — Diluigdo da 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina para formular o complexo de
inclusdo (CNM+CD)

Solugéo Solugéo Agua destilada
A 1000pL -
B 500uL 500uL
C 250uL 750uL
D 100pL 900uL
E 10uL 990uL

Fonte: Autoria propria, 2024.

Foram adicionadas a cada solugédo 50uL de cinamaldeido. Posteriormente,
para facilitar a solubilizacdo dos dois constituintes foi utilizado o vortex até estar
visivelmente diluido. Apds isso, agitado mecanicamente em banho ultrassénico (SP
Labor, Sao Paulo, Brasil) de 40KHz durante 3 horas a 25 + 1°C.

4.1.2. DETERMINACAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E
CONCENTRAGAO FUNGICIDA MINIMA (CFM)

A CIM foi determinada através da técnica de microdiluigdo segundo a Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008). Para obtengdo do inéculos com
concentracédo final entre 5x10% a 2,5x10®° UFC/mL de cepas de C. albicans
ATCC90028 pertecentes a colecdo da American Type Culture Collection (ATCC,
Rockville, MD, EUA) foram realizadas sucessivas diluicbes utilizando placas de
microdiluicdo de 96 pogo, em formato de “U”, contendo RPMI-1640, na qual foram
incubadas por 24h a 35°C e os resultados foram lidos a partir da analise de

agregados celulares no fundo dos pocgos (Costa et al., 2024).

Para isso, 100 pL das solucdes testes foram dispensadas nas cavidades da
primeira coluna da placa, que foram diluidos seriadamente, a partir da retirada de
uma aliquota de 100 uL da cavidade mais concentrada para a cavidade sucessora,
obtendo-se concentragdes da emulsdo de cinamaldeido de 27 upg/mL até 0,1
pMg/mL, de modo que na primeira coluna da placa ira se encontrar a maior
concentracdo e na ultima, a menor concentracdo, enquanto o cinamaldeido
encapsulado com 2-hidroxipropril-B-ciclodextrina de. Por fim, sera adicionado 100

ML do indculo das espécies de Candida na cavidade. A nistatina (Sigma-Aldrich,
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Sao Paulo, Brasil) foi utilizada como grupo controle positivo (Almeida et al., 2020;
Alves et al., 2021).

Foi definida a CIM para os produtos testados como a menor concentragao
capaz de inibir visualmente o crescimento fungico verificado nos orificios, quando
comparado com o controle de crescimento. O resultado foi expresso pela mediana

dos valores de CIM obtidas nos ensaios.

A CFM foi definida como a menor concentragdo da droga capaz de inibir o
crescimento visiveg. Aliquotas dos pogos correspondentes a CIM e maiores
concentragcdes foram subcultivadas em agar Sabouraud Dextrose (KASVI1, Kasv
Imp e Dist. Prod/Laboratérios LTDA, Curitiba, Brasil). As placas foram incubadas
por 24 h a 35 °C, e a leitura foi realizada por observacao visual do crescimento
fungico no meio solido com base na contagem de Unidades Formadoras de
Colbnias (UFC). A relagao MFC / MIC foi calculada para determinar se a substancia
tinha atividade fungistatica (MFC / MIC = 4) ou fungicida (MFC / MIC < 4) (Alves et
al., 2021).

4.1.3. HPLc

A quantificagdo do cinamaldeido e do complexo de inclusdo e curvas de
calibragdo foram desenvolvidas utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLc). O método foi otimizado visando adaptagao a coluna, solventes e amostra
de analise. Assim, foram preparadas solugdes de analise para as curvas contendo

as concentragdes 1-20 ug/mL e injetadas no sistema.

Utilizou-se um sistema CLAE equipado com detector UV-VIS SPD-10A
(Shimadzu, Kyoto, Japao) e coluna GIST C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 ym) acoplado
a pré-coluna GIST C18 (4 x10mm). A fase movel foi composta por metanol: agua
(70:30 v/v), que foram filtrados e degaseificados previamente. O comprimento de
onda de analise foi obtido a partir do espectro de varredura de 256nm. O fluxo da
fase movel foi estabelecido para 1mL/min e o volume de injegédo foi de 20 pL de
amostra. Os cromatogramas resultantes foram analisados usando o Software
Empower® para obter as areas dos picos correspondentes a cada concentragcao
(Xavier-Junior et al., 2017).

4.1. RESULTADOS DO ESTUDO PILOTO
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Os resultados obtidos para a analise inicial microbiolégica para o a solugéao
de cinamaldeido (CNM) apresentou a 27ug/mL. Em relagao a nistatina, obteve-se
1,5ug/mL. Ja em relacdo ao complexo de inclusdo do cinamaldeido com 2-
hidroxipropil-p-ciclodextrina (HP-B-CN), as solu¢des de A a E apresentaram

resultados bem semelhantes (Tabela 2).

Tabela 2 — Concentragéao Inibitéria Minima do Complexo de Inclusdao (CNM+CD)

Solugoes Concentragao em (pug/mL)
A 99
B 48,12
C 60,6
D 54,37
E 75,87
Nistatina 1,5

Fonte: Autoria propria, 2024.

Os valores de CIM e CFM referentes ao CNM, CNM+CD e da nistatina
(controle positivo), estdo apresentados na Tabela 2. Para a solugdo de CNM, as
concentracgdes foi de 27 ug/mL, enquanto o complexo de inclusao exibiu uma CIM
de 48,12 pg/mL para todas as cepas testadas. Ja a nistatina manteve concentragéo
constante de 1,5 pg/mL em todos os isolados testados. A relagdo entre CFM e CIM

demonstrou perfil fungicida para as substancias analisadas (Tabela 3).

Complexo de Inclusao

Cinamaldeido (CNM) Nistatina
(CNM + CD)
Cepa CFM/ CFM/ CIM CFM CFM/CIM
CiM CFM CiM CFM
CiM CIM
C. albicans ATCC 27 27
1 48,12 48,12 >1 1.5 1.5 1
90028
C. glabrata ATCC
27 1 48,12 48,12 >1 1,5 1,5 1
90030

Nota: CFM/CIM > 4 = atividade fungistatica; CFM/CIM < 4 = atividade fungicida (Popiolek et al, 2016)

Fonte: Autoria propria, 2025.
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Tabela 4 — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLc) do CNM+CD

Solugoes Concentragoes Concentragao em (pg/mL)
(mg/mL)
A 23,39 23390
B 8,8 6160
C 3,88 3880
D 3,48 3480
E) 2,43 2430

Fonte: Autoria Propria, 2024.

Esses resultados de concentragdo foram dados pela equacéo y = 29518x +
11105, com R? = 0,9843. Utilizando todos esses valores de concentragdes e
dividindo pela massa molar do cinamaldeido (132,16g/mol), obtemos o grafico da

propor¢cao do HPLc (Grafico 1). Na qual, temos:

Grafico 1 — Grafico das propor¢des do CNM+CD
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Fonte: Autoria Propria, 2025.

Apés o estudo piloto, foram obtidos resultados bem semelhantes entre as
solugdes de B a D, tanto em relagéo a concentracao inibitéria minima (Tabela 1)
desses complexos de inclusdo, como da concentracédo de cinamaldeido (Tabela 2)

que foi dissolvido na 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina (Grafico 1). em proporcdes
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B1/L1 mais baixas (C a E), a quantidade de cinamaldeido encapsulado manteve-
se praticamente constante, variando de 0,018 a cerca de 0,03. A partir da proporgao
da solucdo B, observou-se aumento acentuado, alcangando o valor maximo na
proporg¢ao na solugdo A. Por isso, para prosseguimento da pesquisa, foi escolhida
a solugcao B ara teste de estabilidade acelerada com concentragao de 8,8mg/mL,
além disso, foi adequado a quantidade de cinamaldeido inserido no complexo de
inclusdo, pois observou-se precipitagado da substancia quando acrescentado 50uL,
a partir dos dados do HPLC o valor maximo, aproximadamente, da substancia que

conseguia interagir com a ciclodextrina era de 24 L.
4.2. PESQUISA PRINCIPAL
4.2.1 PREPARO DAS SOLUGCOES

O preparo das solugdes seguiu como descrito nos itens 4.1.1 e 4.1.2. Para
o item 4.1.2, foi utilizado a concentragéo da solugao B para a formulagao da solugéo
de 2-hidroxipropril-p-ciclodextrina (500uL da solugao + 500uL de agua destilada) e
incorporado 24uL de cinamaldeido, essas concentragdes foram definidas com base

nos resultados obtidos no estudo piloto (item 4.1.5.).
4.2.2 HPLc

Seguindo os mesmos parametros citados anteriormente (item 4.1.4).
4.2.3. INFRAVERMELHO

Espectros de infravermelho transformada de Fourier (FT-IR) da emulséo de
cinamaldeido, hidroxipropil-p-ciclodextrina e complexo de inclusao (cinamaldeido e
hidroxipropil-p-ciclodextrina) foi registrado em um Vertex 70 (Bruker Optics, Ontario,
Canada), espectrémetro equipado com um DTGS detector, com fonte Globar e um
divisor de feixe de amplo alcance, associado a um acessoério de refletancia total
atenuada (ATR) de diamante de reflexdo unica (Platinum, Bruker Optics, Ontario,
Canada). Os espectros FT-IR foram obtidos com uma resolugao de 2cm-' na regido
de 4000-600cm'. Os pellets de KBR foram preparadas a partir de misturas de KBr
e da amostra na proporgao de 200:1 utilizando uma prensa hidraulica. Apés isso,
foi utilizado o software OPUS multitarefa para a analise de dados (Xavier-Junior et
al., 2019; Xavier-Junior et al., 2017).
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4.2.4 INIBIGAO DE ADESAO DO BIOFILME in vitro

Placas de fundo plano de 96 pogos foram usadas para inocular 200 pL de
suspensdes de um biofilme multiespécies (fungico) (C. albicans ATCC 90028, C.
glabrata ATCC 90030), no qual cada pogo foi considerado uma variavel
independente, cultivado em meio CSD (KASVI®, Kasv Imp e Dist da Prod
Laboratorios LTDA, Curitiba, Brasil), suplementado com 2% de sacarose e ajustado
para 2,5 x 105 UFC/mL.

Para controle negativo, foram utilizados pogos contendo apenas o meio de
cultura estéril, sem adicdo do indculo fungico, com a finalidade de assegurar a

auséncia de contaminagao.

Apoés a cultura, 100 yL de solugdo de cinamaldeido (Sigma-Aldrich, Sao
Paulo, Brasil), foram transferidos para as placas de biofilme multiespécies, com
concentragbes variando de 27 ug/mL (CIM; CIMx2; CIMx4; CIMx8; CIMx10)
(Almeida et al., 2020). Assim como, 100 yL do complexo de inclusdo (CN + CD)
também foi transferido, com concentracao inicial de 48,12 pg/mL (CIM; CIMx2;
CIMx4; CIMx8; CIMx10). Avaliando apds o preparo das solugdes (T0), apds 30 dias,

60 dias. As placas foram incubadas por 48 h em microbiolégico a 35 £ 2°C.

Apoés a incubacdo, o meio foi aspirado das placas, as células n&o ligadas
foram removidas lavando os pocos duas vezes com 200 uL de solucdo salina
tamponada com fosfato e secado a temperatura ambiente por 45 min. A solugao
aquosa de cristal violeta (200uL, 0,4%) foi adicionada a cada pog¢o e permaneceu

em contato com o biofilme por 45 min.

Apds a incorporacao do corante, os pocos foram lavados quatro vezes com
200 pL de agua destilada e imediatamente branqueados por 45 min com 200 uL de
95% etanol. Finalmente, 100 yL da solugcédo branqueada foram transferidos para
uma nova placa de fundo plano e a absorbancia medida a 595 nm em um leitor de

microplacas.

Os valores de absorbancia do cinamaldeido e do controle de crescimento
foram usados para calcular a inibicdo percentual da formacao de biofilme. O
controle de crescimento foi considerado como 100% de formagéo fungica. Os

ensaios foram realizados em triplicata, a fim de minimizar erros experimentais e
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garantir a confiabilidade dos resultados. Os controles estéreis ndo receberam
suspensao celular e os controles de crescimento receberam apenas meio de cultura

e cepas correspondentes ao biofilme multiespécies (Almeida et al., 2020).

4.2.5 TESTE DE ESTABILIDADE ACELERADA

Para todos os parédmetros da estabilidade a seguir, foram analisados a

atividade antifungica em diferentes periodos: apés o preparo To, T3o, Teo dias.
4.2.5.1 CENTRIFUGAGAO

As solugdes foram submetidas a rotacbes crescentes de 980, 1800 e
3.000rpm, em centrifuga (Eppendorf® Centrifuge 5430/5430R, Hamburg,
Germany), durante quinze minutos em cada rotagdo, a temperatura ambiente
(Anvisa, 2004; Isaac et al., 2008). Avaliando a instabilidade da solugcéo para

posteriormente ser aplicado aos testes de estabilidade.
4.2.5.2 TEMPERATURA E UMIDADE

As solugdes foram submetidas ao armazenamento em 40°C £ 2°C a 75% de
umidade relativa + 5°C, simulando elevadas temperaturas. Para simulagdo de
baixas temperaturas, foram submetidas a temperatura de 4°C, 25°C + 2°C a 60%
de umidade relativa = 5°C (EMEA, 2003; Isaac et al., 2008).

4.2.5.3 CICLO DE CONGELAMENTO E DESCONGELAMENTO

As solugdes adquiridas foram submetidas a condigcbes extremas de
temperaturas, alternando ciclos de 24h: 40°C £ 2 °C e -5 + 2 °C (ANVISA, 2004;

Isaac et al., 2008), durante quatro semanas.
4.3. ANALISE ESTATISTICA

Todos os valores medidos foram apresentados como médias + SD (desvio
padrdo). A anadlise estatistica dos dados foi realizada com o software GraphPad
Prism versao 8.4.2., a normalidade de distribuicdo pelo teste de Shapiro-Wilk
(n<26). Apos verificagdo da normalidade dos dados, as médias de varios grupos
foram usando a analise de variancia unidirecional (ANOVA) aplicada com o
procedimento de comparagdo multipla de Tukey. Os dados estatisticos foram

considerados significativos em p<0,05.
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5. RESULTADOS
5.1. INFRAVERMELHO

De acordo com os dados obtidos pelo espectro de FT-IR (Grafico X) do
complexo de inclusdo (CNM+CD) foram observadas alteragdes pds inclusdo com a
molécula de 2-hidroxipropril-B-ciclodextrina. O complexo de inclusdo apresentou
um pico largo em ~3343 cm™, quando comparados com o CNM e a emulsao de
CNM, na qual sugere um estiramento nas liga¢des de hidrogénio (O-H), compativel
com a presenca da polaridade da ciclodextrina, indicando a formacgéao de interagdes
do complexo. Pequenas alteragbes nas intensidades e deslocamentos das bandas
em ~2928 cm™ (C-H) indica o estiramento das ligacdes alifaticas, sugerindo a
interacao entre os dois componentes. Além disso, a diminuicdo da intensidade do
pico de ~1654 cm™ (C=0), no CNM + CD, evidencia a inclusao satisfatéria das

duas substancias, devido a interagdo hidrofobica do 6leo com a ciclodextrina.

Grafico 2 — Comparacdo do FT-IR do Oleo do CNM, da solucdo de CNM e do

complexo de inclusdo (CNM+CD).

——CNM + CD
CNM
— Emulsdo de CNM

T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Comprimento de onda (cm™)

Fonte: Dados coletados da autora, 2025.
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5.2. ATIVIDADE ANTIFUNGICA

A partir dos dados obtidos com o teste de inibicdo de adesao do biofilme
contra as cepas Candida albicans ATCC 90028 e Candida Glabratta ATCC 90030
para o baseline (To), observou-se que os constituintes testados (nistatina, complexo
de inclusao e solugdo de cinamaldeido) em concentragdes diferentes (CIM, CIMx2,
CIMx4, CIMx8 e CIMx10) promoveram reducao significativa do crescimento fungico
quando comparados ao controle de crescimento (Grafico 3), pois apresentaram
p<0,05 (Apéndice — Tabela 5).

Grafico 3 — Baseline do Teste de Inibicdo do Biofilme (To)
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Legenda: NIST: Nistatina

CD: Ciclodextrina

CNM+CD: Complexo de inclusao
CNM: Emulséo de Cinamaldeido

Fonte: Dados coletados da autora, 2025.

Os dados obtidos, apds 30 dias, demonstraram que houve diminuicido do
crescimento do biofilme para todas as concentragdes do grupo controle positivo

(nistatina), pois apresentaram diferenca estatisticamente significativa, com p<0,05.
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Essa redugao também foi melhor observada no processo do ciclo de congelamento

e descongelamento da solugao de CNM e cinamaldeido encapsulado (Grafico 4).

Contudo, para os constituintes que sofreram processo de envelhecimento
simulando diferentes condicbes de temperaturas, verificou-se que todas as
concentragcbes em refrigeracdo (4°C) apresentaram uma diminuicdo do
crescimento, tanto para o CNM quanto para o CNM+CD. No entanto, a redugéo
significativa para a temperatura ambiente (25°C) ocorreu a partir da concentragao
inibitéria minima multiplicada 4 (CIMx4). Em relacdo a simulacdo em altas
temperaturas observou-se diferenca a partir do CIMx2 para o CNM (40°C) e CIMx4

para o complexo de inclusdo (Apéndice — Tabela 6).

Grafico 4 — Tempo de 30 dias do Teste de Inibigdo do Biofilme (T30)
30 dias (T3)
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Legenda: NIST: Nistatina

CNM (40°C): Emulsao de Cinamaldeido em 40°C

CNM (25°C): Emulsao de Cinamaldeido em 25°C

CNM (4°C):; Emulsao de Cinamaldeido em 4°C

CNM+CD (40°C): Complexo de Inclusdo em 40°C

CNM+CD (25°C): Complexo de Inclusdo em 25°C

CNM+CD (4°C): Complexo de Inclusdo em 4°C

CNM (40/4°C): Emulsao de Cinamaldeido em 24h a 40°C e 24h a 4°C
CNM+CD (40/4°C): Complexo de Inclusdo em 24h a 40°C e 24h a 4°C

Fonte: Dados coletados da autora, 2025.

Apos 60 dias de armazenamento (Grafico 5), os dados obtidos
demonstraram que somente concentragdes mais elevadas da solugdo de
cinamaldeido e do cinamaldeido encapsulado apresentaram diferenca
estatisticamente significativa. Para o CNM, essa diferenga foi observada na CIMx10

para as temperaturas de 40°C e 4°C, enquanto para a temperatura de 25°C a partir
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da CIMx8. Para o complexo de inclusado, a partir da CIMx8 em 40°C e 25°C e s6 na

CIMx10 quando armazenado a 4°C (Apéndice — Tabela 7).

Grafico 5 — Tempo de 60 dias do Teste de Inibicdo do Biofilme (Teo).
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Legenda: NIST: Nistatina

CNM (40°C): Emulsdo de Cinamaldeido em 40°C
CNM (25°C): Emulsdo de Cinamaldeido em 25°C
CNM (4°C): Emulsdo de Cinamaldeido em 4°C
CNM+CD (40°C): Complexo de Inclusdo em 40°C
CNM+CD (25°C): Complexo de Inclusdo em 25°C
CNM+CD (4°C). Complexo de Inclusdo em 4°C

Fonte: Autoria Propria, 2025.

6. DISCUSSAO

O uso de métodos fisicos e quimicos para desinfecgao da protese dentaria,
por meio de escovacéao e produtos de limpeza, pode acarretar efeito deletérios na
superficie do material da base da protese no qual favorece a proliferagdo e a
adesao do biofilme pelas espécies de Candida spp.. Por este motivo, terapias
alternativas com utilizagcao de produtos sintéticos possuem resultados promissores,
entretanto, por advir de constituintes que possuem baixa volatilidade, sensibilidade
a luz e a temperatura torna-se necessario encapsular a molécula tentando manter
a atividade antifungica da substancia. A hipotese nula testada foi rejeitada. Tanto a
emulsao de cinamaldeido quanto o complexo de inclusdo, apresentaram um efeito
antifingico menor que a nistatina (padrao-ouro), pois observou-se diferengas

estatisticamente significantes em algumas formas de armazenamento na inibigao
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da formacgéao do biofilme. Esses resultados sugerem que, embora o complexo de
inclusao seja promissor como uma terapia alternativa ou adjuvante, ele pode exigir
concentracbes mais altas ou mudanga no veiculo do complexo para alcangar
eficacia clinica na erradicacdo do biofilme. Quanto mais cinamaldeido livre, mais
efetiva sua atividade antimicrobiana devido a sua exposi¢gdo aos microrganismos
(Chen et al., 2019).

Estudos prévios conduzidos por Tuan (2025) testou a CIM do trans-
cinamaldeido e da nistatina na inibigdo da formagao de biofilme contra C. glabrata,
C. albicans e C. tropicalis, demonstrou que em todas as trés espécies de Candida,
a nistatina exibiu valores significativamente mais baixos do que o cinamaldeido em
todos os niveis de inibicdo do biofilme. O cinamaldeido apresentou efeito total
(100%) em concentragdes acima de 1,25mg/mL (1250ug/mL), diminuindo
consideravelmente em doses mais baixas. Confirmando que a nistatina exerceu
efeito superior na diminuicdo do crescimento do biofilme contra a formacao de
biofiilme em geral. Estes resultados corromboram com o do presente estudo,
quando comparamos os resultados da inibicdo da formacao do biofilme da emulsao
do cinamaldeido, cinamaldeido encapsulado e da nistatina (grupo controle positivo)
em periodos diferentes. Os valores da nistatina em relagéo a inibicdo do biofilme
permaneceu com diferencas estatisticamente significantes em todas as
concentragbes nos periodos propostos, enquanto as substancias envelhecidas
apresentaram p<0,05 em concentra¢gdes maiores, contudo a dosagem do CNM e
do CNM+CD utilizado foi bastante baixa em relagcdo a este estudo, sendo
respectivamente, 27ug/mL e 48,12ug/mL, além da nistatina nao ter sido submetida

ao processo de armazenamento e da estabilidade acelerada.

Estudos anteriores apresentam resultados semelhantes em relagao inibigao
maxima da formacdo do biofilme durante tratamentos de 24 e 48 horas apds
encapsulamento do cinamaldeido com lipossomas (300ug/mL), apresentando
respectivamente, 81 a 83% da inibicdo, comparando a anfotericina B que
apresentou inibigao de 28 e 45% (Khan et al., 2017). Resultados semelhantes foram
obtidos na concentragdo de 195ug/mL do CNM, na qual apresentou
aproximadamente 82% da inibicdo da formacdo do biofiime, apresentando
resultados similares a uma substancia padrao-ouro (hipoclorito de sédio) (Almeida
et al., 2020). Outros dados obtidos nos estudos de Alves e colaboradores (2021),
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no qual o cinamaldeido reduziu o biofiime em aproximadamente 30% em baixas
concentracgdes (49,96 - 19,98 ug/mL). A nistatina, utilizada como controle, reduziu
a adesédo ao bioflme em 14,1%. Estes resultados apresentam algumas
convergéncias com o presente trabalho, quando observamos os resultados obtidos
do CNM e do complexo de inclusdao apos 30 dias de armazenamento com

alteragdes diarias entre altas temperaturas (40°C) e baixas temperaturas (4°C).

Dados anteriores da pesquisa de Mishra, Gupta e Pruth (2021) utilizando
nanofibras carreadas de cinamaldeido eliminaram em até 50% do biofilme maduro
de C. albicans, mostrando que a atividade antibiofime aumentou com o
encapsulamento. Estes resultados se alinham com o dessa pesquisa, pois apos 60
dias, € observado uma redugdo menor que 50% da formagao do biofilme. Essa
diminuicdo da atividade antifungica das substancias testadas pode ser justificada
devido a estrutura complexa do biofilme presente com duas espécies de Candida
associadas, como também pela quantidade de cinamaldeido livre da substancia

liberadas ao decorrer do armazenamento.

A andlise realizada neste trabalho da comparagao entre CNM e CNM+CD,
na qual em alguns dados da solugdao de CNM apresenta diferengas maiores de
inibicdo da formagao de biofilme, podem ser justificadas pela liberagdo mais lenta
do farmaco quando o encapsulamento esta presente (Bastos et al., 2025; Xu et al.,
2022).

Assim como, em uma solugcdo aquosa, a ciclodextrina ligeiramente polar é
ocupada por moléculas de agua e, portanto, elas podem ser prontamente
substituidas por "moléculas convidadas" apropriadas, que sdao menos polares que
a agua, esta tem que migrar do interior da cavidade e ser substituida pelo ligante.
Assim, as interagdes com a agua determinam a capacidade de formar os
complexos, mas também sua estabilidade (Cevallos, Buera e Elizalde, 2010).
Justificando assim, a possibilidade de uma possivel instabilidade do complexo

devido estar presente em meio aquoso.

Achados de Li et al., (2024) utilizando molécula de trans-cinamaldeido e B-
ciclodextrina apresentaram resultados convergentes, picos de 1669,08cm™" do
cinamaldeido e picos de 3363,16cm " da ciclodextrina corraborando com os obtidos

no presente estudo, quando observado o complexo de inclusao, no qual o pico de

36



~1654cm™ diminuiu sua intensidade, assim como apareceu um pico largo e longo
na faixa dos 3343cm' que caracteriza a ligagdo O-H, sugerindo a efetividade no

encapsulamento da substancia.

Alteracdes semelhantes em relagao ao espectro infravermelho foram obtidas
em estudos anteriores, com diversas outras moléculas, como as quitosonas em que
os achados mostram picos apds encapsulamento em 1683,3cm™ e picos em
3026cm ' comprovando ao estiramento da parte aromatica e sugerindo interagdes
entre as substancias (Gadkari et al., 2019). Resultados compativeis foram obtidos
em relagio aos picos observados (1686,3cm' e 3026,3cm™"), utilizando essas duas
mesmas moléculas citadas anteriormente (Subhaswaraj et al., 2018). Apesar das
divergéncias metodolégicas observadas em relagdo a utilizacdo de outros
constituintes organicos, como a quitosana, ainda é sugerivel um bom
encapsulamento por meio da utilizagdo da ciclodextrina, por meio dos dados
obtidos no FT-IR, com alargamento e diminui¢do de picos, no qual compativel um

possivel isolamento parcial da substancia devido ao encapsulamento.

A contribuicdo gerada a sociedade da-se apds teste em diferentes
armazenamentos o complexo de inclusdo utilizado ainda apresentar atividade
antifungica para que possam ser formulados novos recursos terapéuticos de
higienizacado de protese, testando novas formas de veiculo para a substancia que
mantenham a sua atividade antifungica ao decorrer do tempo, simulando o tempo

de prateleira dessa substancia.

Apesar dos resultados promissores, este estudo in vitro apresenta limitacdes
0s quais nao reproduzem fielmente o ambiente oral que séo afetados diretamente
por fatores internos e externos, como a composi¢cao e pH salivar. Além disso, o
biofilme formado em 48 horas para avaliar o efeito antifungico da solugédo nao
simula totalmente a base da prétese in vivo (Kaypetch et al., 2023), testes
microbiolégicos sao limitados pela sensibilidade do operador, risco de
contaminagao da solu¢cdo ou do meio utilizado. Por isso, pesquisas futuras devem
ser realizadas alterando os sistemas de entrega da substancia ou o veiculo que
esta sendo utilizado, a fim de tentar manter por mais tempo a atividade fungicida
do cinamaldeido, assim como para ter parametros mais ideais da inibicdo da
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formacao do biofilme realizar o processo de envelhecimento no grupo controle

positivo.
7. CONCLUSAO

O cinamaldeido apresenta uma inclusdo em 2-hidroxipropil--ciclodextrina
satisfatoria, assim como apresentado na cromatografia liquida de alta eficiéncia e

comprovado pelo espectro infravermelho.

O complexo de inclusdo apresentou resultados promissores em
concentragbes maiores na simulagao da estabilidade acelerada (CIMx8 e CIMx10).
Principalmente, quando foi submetido ao ciclo de congelamento e
descongelamento, com alteragdes nas temperaturas de forma diaria, na qual

obteve uma boa inibicdo de formagao do biofilme.
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APENDICE

Tabela 5 — Médias dos grupos comparados ao crescimento no To. Verticalmente, letras diferentes indicam diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos. Horizontalmente, letras maiusculas diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa intragrupo
(ANOVA de multiplas comparagdes, poés-teste de Tukey, p<0,05).

GRUPOS Absorbancia Valor de p
Média + Desvio Padrao (SD)
Controle de Crescimento 3,655 £ 0,2872 -

NIST CIM 1,429 + 0,038° A <0,0001
NIST CIMx2 1,288 + 0,071° AB <0,0001
NIST CIMx4 1,071 + 0,084° B <0,0001
NIST CIMx8 0,936 £ 0,072° C <0,0001
NIST CIMx10 0,355 +0,132°D <0,0001
CD CIM 1,293 + 0,085° A <0,0001
CD CIMx2 1,257 + 0,069° A <0,0001
CD CIMx4 1,608 + 0,071° B <0,0001
CD CIMx8 1,315+ 0,071° AB <0,0001
CD CIMx10 1,277 +0,075° A <0,0001
CNM CIM 0,684 + 0,059° A <0,0001
CNM CIMx2 1,375 + 0,008° B <0,0001
CNM CIMx4 1,203 + 0,054° B <0,0001
CNM CIMx8 1,092 + 0,025 B <0,0001
CNM CIMx10 0,9483 + 0,032° AB <0,0001
CNM+CD CIM 1,446 + 0,124° A <0,0001
CNM+CD CIMx2 1,191 + 0,068 AB <0,0001
CNM+CD CIMx4 1,023 £ 0,139°BC <0,0001
CNM+CD CIMx8 0,9217 + 0,066°BC <0,0001
CNM+CD CIMx10 0,7447 +0,080° CB <0,0001

Fonte: Dados coletados da autora, 2025.

45



Tabela 6 — Médias dos grupos comparados ao crescimento no Tso. Verticalmente, letras diferentes indicam diferencga estatisticamente
significativa entre os grupos, Horizontalmente, letras maiusculas diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa intragrupo
(ANOVA de multiplas comparagdes, poés-teste de Tukey, p<0,05).

GRUPOS Absorbancia Valor de p
Média £ Desvio Padrao (SD)

Crescimento 3,887 + 0,0452 -
NIST CIM 3,309 £ 0,053 A <0,0001
NIST CIMx2 3,232 £ 0,03 A <0,0001
NIST CIMx4 2,403 £0,015°B <0,0001
NIST CIMx8 2,106 £ 0,052° B <0,0001
NIST CIMx10 1,446 + 0,285 C <0,0001
CNM (40°C) CIM 3,593 £ 0,232 A 0,2566
CNM (40°C) CIMx2 3,411 +£0,019° A 0,0002
CNM (40°C) CIMx4 3,452 +0,047° A 0,0012
CNM (40°C) CIMx8 3,425+ 0,014° A 0,0003
CNM (40°C) CIMx10 3,378 + 0,053 A <0,0001
CNM (25°C) CIM 3,814 £ 0,1072A >0,9999
CNM (25°C) CIMx2 3,595 + 0,0872 AB 0,2678
CNM (25°C) CIMx4 3,259 £ 0,112° BC <0,0001
CNM (25°C) CIMx8 3,095 +0,055° C <0,0001
CNM (25°C) CIMx10 2,919 + 0,052° C <0,0001
CNM (4°C) CIM 3,451 £ 0,051° A 0,0012
CNM (4°C) CIMx2 3,274 £ 0,043° AB <0,0001
CNM (4°C) CIMx4 3,279 + 0,329 AB <0,0001
CNM (4°C) CIMx8 3,160 + 0,082° AB <0,0001
CNM (4°C) CIMx10 2,976 +0,138°B <0,0001
CNM (40°C/4°C) CIM 0,959 + 0,062° A <0,0001
CNM (40°C/4°C) CIMx2 0,983 +0,118° A <0,0001
CNM (40°C/4°C) CIMx4 0,811 £0,037° A <0,0001
CNM (40°C/4°C) CIMx8 0,810 £ 0,094 A <0,0001
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CNM (40°C/4°C) CIMx10 0,734 £ 0,115 A <0,0001
CNM + CD (40°C) CIM 3,818 £ 0,0372A >0,9999
CNM + CD (40°C) CIMx2 3,599 + 0,0822 AB 0,2934
CNM + CD (40°C) CIMx4 3,390 + 0,085 B <0,0001
CNM + CD (40°C) CIMx8 3,353 + 0,068 B <0,0001
CNM + CD (40°C) CIMx10 3,278 + 0,067° B <0,0001
CNM + CD (25°C) CIM 3,879 £ 0,057° A >0,9999
CNM + CD (25°C) CIMx2 3,572 + 0,064 AB 0,1409
CNM + CD (25°C) CIMx4 3,461 £ 0,035° B 0,0019
CNM + CD (25°C) CIMx8 3,443 + 0,033" B 0,0008
CNM + CD (25°C) CIMx10 3,349 £ 0,082° B <0,0001
CNM + CD (4°C) CIM 1,420 £ 0,08° A <0,0001
CNM + CD (4°C) CIMx2 1,381 £ 0,08° A <0,0001
CNM + CD (4°C) CIMx4 1,301 £ 0,057° A <0,0001
CNM + CD (4°C) CIMx8 1,079 £ 0,055° A <0,0001
CNM + CD (4°C) CIMx10 1,155 £ 0,054° A <0,0001
CNM + CD (40°C/4°C) CIM 1,047 + 0,038° A <0,0001
CNM + CD (40°C/4°C) CIMx2 1,485 £ 0,071°B <0,0001
CNM + CD (40°C/4°C) CIMx4 1,321 £ 0,091° B <0,0001
CNM + CD (40°C/4°C) CIMx8 1,447 £ 0,214° B <0,0001
CNM + CD (40°C/4°C) CIMX10 1,176 £ 0,049° B <0,0001

Fonte: Dados coletados da autora, 2025.
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Tabela 7 — Médias dos grupos comparados ao crescimento no Teo. Verticalmente, letras diferentes indicam diferencga estatisticamente
significativa entre os grupos. Horizontalmente, letras maiusculas diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa intragrupo

(ANOVA de multiplas comparagdes, poés-teste de Tukey, p<0,05).

GRUPOS Absorbancia Valor de p
Média £ Desvio Padrao (SD)
Crescimento 3,503 + 0,0662 -

NIST CIM 3,059 + 0,096° A <0,0001

NIST CIMx2 2,708 £ 0,071°B <0,0001

NIST CIMx4 2,218 £ 0,068°C <0,0001

NIST CIMx8 1,131 £ 0,067°D <0,0001

NIST CIMx10 1,047 £ 0,054° D <0,0001

CNM (40°C) CIM 3,377 £ 0,1112 A 0,9989
CNM (40°C) CIMx2 3,450 £ 0,012 A >0,9999
CNM (40°C) CIMx4 3,364 £ 0,0372 A 0,9941
CNM (40°C) CIMx8 3,223 £0,0432 A 0,0905
CNM (40°C) CIMx10 2,283 +0,22° B <0,0001
CNM (25°C) CIM 3,444 £ 0,0362 A >0,9999
CNM (25°C) CIMx2 3,346 + 0,0492 A 0,9700
CNM (25°C) CIMx4 3,371 £ 0,0822 A 0,9976
CNM (25°C) CIMx8 2,353 £ 0,066°B <0,0001
CNM (25°C) CIMx10 2,386 + 0,096° B <0,0001
CNM (4°C) CIM 3,511 £ 0,0562 A >0,9999
CNM (4°C) CIMx2 3,523 £ 0,0082 A >0,9999
CNM (4°C) CIMx4 3,443 £ 0,0292 A >0,9999
CNM (4°C) CIMx8 3,343 £ 0,0572 A 0,9613
CNM (4°C) CIMx10 2,549 +0,076°B <0,0001
CNM + CD (40°C) CIM 3,498 £ 0,0852 A >0,9999
CNM + CD (40°C) CIMx2 3,519 £ 0,0792 A >0,9999
CNM + CD (40°C) CIMx4 3,224 £ 0,0632 AB 0,0949
CNM + CD (40°C) CIMx8 3,201 £0,091°B 0,0391
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CNM + CD (40°C) CIMx10 2,668 + 0,15°C

Fonte: Dados coletados da autora, 2025.

<0,0001
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