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Resumo



Carmello JC. Efetividade da Terapia Fotodindmica mediada pelo
fotossensibilizador Photodithazine® na inativagdo de C. albicans in vivo
[Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2011.

Resumo
Este trabalho teve por objetivo avaliar a efetividade da

terapia fotodindmica (PDT) mediada pelo fotossensibilizador (FS)
Photodithazine® (PDZ), associado a luz do tipo LED (660nm). Para tanto,
foram utilizados 55 camundongos com aproximadamente 6 semanas de
vida, os quais foram submetidos a indugcdo de candidose no dorso da
lingua. Inicialmente os animais foram imunossuprimidos e no dia seguinte
se realizou a inoculagéo de C. albicans na lingua dos mesmos por meio
de swabs embebidos na suspensdo (10" Ufc/mL). Para a realizagdo da
terapia fotodinamica o FS foi avaliado nas concentragdes de 75, 100, 125
e 150mg/L. Tais grupos experimentais foram denominados de (P+L+
75mg/L, P+L+ 100mg/L, P+L+ 125mg/L, P+L+ 150mg/L) associados a
uma dose de luz de 37,5 Jicm? Para a verificagdo apenas do efeito da
PDZ, a mesma foi aplicada na lingua dos animais, sem iluminagao
(grupos denominados de P+L- 75mg/L, P+L- 100mg/L, P+L- 125mg/L,
P+L- 150mg/L). O efeito da luz foi avaliado por meio da iluminagéo das
linguas com dose de luz de 37,5J/cm? (grupo denominado de P-L+
37,5J/cm?). Um grupo recebeu apenas inoculagdo por Candida (grupo P-
L-, controle positivo), outro grupo nao recebeu nenhum tratamento e nem
inoculagao fungica (grupo CN — controle negativo). Apds os experimentos
realizou-se a recuperagcéo de C. albicans das linguas dos animais por
meio de swabs que foram esfregados sobre as mesmas durante 1 minuto.
Esses swabs foram embebidos em tubos de ensaio com 1mL de solugéo
salina, e diluigdes seriadas foram realizadas e colocadas em placas de

petri com SDA. Apoés 48 horas de incubacdo a 37° C as células fungicas



foram quantificadas e o numero de Ufc/mL foi determinado e analisado
pelo teste ANOVA (P<.05). Os camundongos
foram sacrificados e tiveram as linguas removidas cirurgicamente para
realizacado da analise histologica. Os resultados demonstraram que a PDT
foi efetiva na redugéo da viabilidade celular da C. albicans coletadas das
linguas dos animais nas concentracdes de 100, 125 e 150mg/L de FS,
quando comparados com os animais do grupo controle positivo (P-L-)
(P<0.05). Entretanto ndo houve diferencga significativa entre os grupos que
receberam PDT (P+L+100, P+L+125 e P+L+150mg/L). De acordo com os
resultados pode-se concluir que a PDT ndo causou efeitos adversos nos
tecidos das linguas dos animais. Dessa forma, concluiu-se que a PDT foi
efetiva na inativagcdo de C. albicans sem causar qualquer dano aos

tecidos das linguas dos animais.

Palavras-chave: Candida albicans; candidiase bucal; fotoquimioterapia.



Abstract



Carmello JC. Effectiveness of photodynamic therapy mediated by
Photodithazine® for C. albicans inactivation in vivo. [Dissertacdo de
Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2011.

Abstract
The aim of this investigation was to evaluate the

effectiveness of photodynamic therapy (PDT) mediated by
photossensitizer Photodithazine® (PDZ) associated with LED light (660nm)
for the photoinactivation of C. albicans in a murine model of oral
candidosis.  Fifty-five = 6-week-old female Swiss mice were
immunossuppressed and in the next day small cotton pads were soaked in
a C. albicans cell suspension (10’CFU/mL) and swabbed in the oral cavity
of mice. PDT was performed and the PS was applicated topically on the
dorsum of the tongue of mice at concentrations 75, 100, 125 and 150mg/L
(P+L+75, P+L+100, P+L+125 and P+L+150mg/L) associated with LED at
a fluence of 37,5J/cm?. The effect of PS only was tested by application of
PDZ for the same period of pre-irradiation time and irradiation at the same
concentration as that for the P+L+ group, without the LED illumination
(P+L-75, P+L-100, P+L-125 and P+L-150mg/L). To verify the effect of the
light only, the group was exposed to the same LED dose mentioned
previously (P-L+ 37,5J/cm?), 1 group). The positive control did not receive
any PS or light (P-L-). The negative control group (CN) of animals was
evaluated and mice did not receive any treatment. After treatment the
dorsum of the tongue was swabbed for 1 minute with a cotton pad to
recover C. albicans cells and the microbiological evaluation was
performed. The yeast colony counts were quantified and the number of
CFU/mL was determined and analyzed by ANOVA test (P<.05). Animals
were killed 24 hours after treatment and the tongue of all mice were
surgically removed for histological analysis. The results of this

investigation demonstrated that PDT was effective in reducing C. albicans



recovered from the tongue of mice at concentrations 100, 125 and
150mg/L of PS when compared with the animals from the positive control
group (P-L-) (P<0.05). There was no difference between these
concentrations. Histological analyze was performed and no adverse effect
on the tongue tissue was induced by PDT. In conclusion, PDT was
effective for inactivation of C. albicans without causing any harming effects

on tissues.

Key-words: Candida albicans; oral candidiasis; photochemotherapy.
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1 INTRODUCAO

A infecgéo de tecidos moles da cavidade bucal por Candida
spp., denominada candidose bucal, é a infecgéo fungica mais freqiente
entre humanos'. A Candida albicans é considerada a espécie mais
prevalente e patogénica29, mas, outras espécies do mesmo género
também tém sido isoladas e s&o freqlentemente associadas ao
desenvolvimento de infecgbes, tais como a Candida glabrata, Candida
tropicalis, Candida parapsilosis, Candida krusei e Candida guilliermondi
(em ordem decrescente de viruléncia)*?. A expressdo da viruléncia de C.
albicans na cavidade oral esta relacionada com alteragées no sistema
imunolégico do individuo®'. Além disso, outros fatores como
hiposalivacao, diabetes mellitus, uso prolongado de antibiéticos ou drogas
imunossupressoras e variagdo de pH também podem predispor o
individuo a candidose oral*'. A utilizacdo de proteses dentais removiveis
tem sido associada a manifestagcdo de uma forma de candidose que afeta
normalmente o palato de aproximadamente 65% dos pacientes usuarios
de proteses', conhecida como estomatite protética. Essa infeccao
caracteriza-se pela presenca de multiplos pontos hiperémicos na mucosa
subjacente as proteses removiveis dos pacientes, e, em casos mais
avangados, também podem ser observadas areas eritematosas difusas e
hiperplasia papilar do palato®.

Para o tratamento da candidose bucal pode ser utilizados
terapia  antifingica topica®, medicagdo antifingica sistémica’e
procedimentos de higienizagdo e desinfeccdo das proteses®. Os
medicamentos de uso tépico, como a nistatina e o miconazol, séo
normalmente aplicados nos primeiros episddios de candidose de um
paciente e se mostram efetivos para aliviar os sinais e sintomas clinicos

da infecgdo associada a Candida spp., porém sdo apenas resultados
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transitérios de melhora da infecgcdo. A recorréncia da infecgdo tem se
tornado um problema comum, principalmente nos casos de pacientes que
apresentam sistema imunolégico comprometido. O fluconazol, itraconazol
e anfotericina B s&o antifungicos sistémicos que vém sendo amplamente
empregados para o tratamento da candidose bucal, especialmente em
pacientes imuno-comprometidos, porém a ocorréncia de efeitos
hepatotoxicos é freqiente com a utilizagdo desses medicamentos assim
como o desenvolvimento de resisténcia microbiana®*. Outro aspecto
relacionado a recorréncia da infeccdo e resisténcia antifungica é a
abilidade que as espécies de Candida apresentam em se organizar em

1356 Os biofilmes consistem em

forma de biofilmes sobre superficies
comunidades estruturadas de micro-organismos envoltos por uma matriz
polimérica extracelular aderidos a superficies vivas ou inertes'>*. Todo
esse complexo estrutural promove vantagens a sobrevivéncia do fungo
mesmo em condicbes desfavoraveis e aumenta a resisténcia aos
medicamentos antifingicos'>°.

Diante das dificuldades relacionadas a resisténcia fungica,
uma nova modalidade terapéutica vem sendo sugerida como promissora
para inativagdo microbiana, inclusive para o tratamento de candidose oral.
Essa nova terapia é conhecida como Terapia Fotodindmica (do inglés,

Photodynamic Therapy ou PDT)'%19%8

ou Quimioterapia Fotodindmica
Antimicrobiana (do inglés, Photodynamic Antimicrobial Chemotherapy ou
PACT)". Essa metodologia é baseada na administragdo de um composto
quimico, um fotossensibilizador (Fs), que submetido a irradiagdo com luz
visivel, na presencga de oxigénio, produz danos celulares especificos que
inativam os mocroorganismos. Dois diferentes mecanismos oxidativos
parecem ocorrer apos a fotoativagado do fotossensibilizador. No primeiro,
ocorre uma reacao fotoquimica, na qual o fotossensibilizador interage
com uma biomolécula produzindo radicais livres, ja no segundo
mecanismo, ha produgdo do oxigénio singlete ('0,), uma das principais

moléculas responsaveis pela inativagdo celular'”,
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Estudos in vitro tém apontado a PDT como uma técnica

efetiva em promover a inativacdo de espécies de Candida®’1%16:2247.58

Uma importante vantagem relacionada a utilizagdo da PDT para o
tratamento de infecgbes se deve a possibilidade de inativagado de cepas
resistentes aos tratamentos convencionais?®®. Também parece ser
improvavel que os micro-organismos desenvolvam resisténcia a PDT, ja
que esta envolve a formacgéo de radicais livres oxidativos ndo-especificos.
O mecanismo pelo qual a inativagdo fungica ocorre ainda nao esta
completamente esclarecido, mesmo assim alguns estudos tém sugerido
que o efeito da PDT sobre células fungicas depende das propriedades do
FS utilizado'?%23, Atualmente, uma nova classe de FS vem sendo
empregada em PDT (FSs de segunda geracéo). Dentre estes compostos
estdo as clorinas, porfirinas hidrofilicas reduzidas que apresentam forte
banda de absor¢céo na regido vermelha do espectro fotomagnético. O
Photodithazine® (PDZ) é uma clorina eg preparada na Russia, obtida a
partir da cianobactéria Spirulina platensis, que é encontrada em grande
quantidade o que faz com que tenha baixo custo. Esse FS vem sendo
aplicado atualmente com sucesso na PDT contra o cancer, devido ao seu
alto rendimento quantico de formac&o de oxigénio singlete®®. A utilizacdo
desse composto em PDT antimicrobiana ainda n&o foi muito investigada,
e a sua efetividade na inviabilizacdo de espécies fungicas presentes em
infecgdes bucais ainda precisa ser comprovada.

Investigagbes in vitro tém mostrado que as espécies de
Candida sao susceptiveis a terapia fotodindmica mediada por FS

394651 55sim como a PDZ*8. Entretanto, o nimero

derivados de clorina eg
de trabalhos que avaliaram o efeito antimicrobiano da terapia
fotodinamica em modelos animais é escasso>. Os modelos animais s3o
indicados para trabalhos em que se deseja obter condigbes que se
aproximem de situagdes clinicas. A confiabilidade dos resultados se deve
ao controle e padronizagdo das amostras que se consegue obter em

pesquisas com animais?342,
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De acordo com os aspectos citados, a PDT parece ser um
método promissor para o tratamento de infecgbes superficiais. Essa
terapia poderia suprir as dificuldades encontradas com os tratamentos
convencionais, como a resisténcia antifungica. Atualmente, existem novos
FS disponiveis que, se efetivos, poderiam auxiliar na difusdo da PDT
como modalidade terapéutica para o tratamento da candidose bucal. No
entanto, sdo necessarios estudos in vivo que simulem condi¢des
encontradas clinicamente, para possibilitar a aplicagdo deste método

terapéutico no tratamento de pacientes com candidose.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Com objetivos didaticos, a reviséo de literatura abordara dois
aspectos separadamente: o primeiro fara referéncia aos trabalhos
relacionados a candidose oral; o segundo enfocara os estudos referentes
a terapia fotodindmica antimicrobiana in vitro e a trabalhos que relataram

a efetividade dessa terapia in vivo.

2.1 Candidose Oral

O efeito da administracdo de ketoconazol foi
avaliado para o tratamento de candidose oral induzida em
dorso da lingua de ratos imunocompetentes, por Allen et al.?
em 1988. Sessenta animais fémeas, foram divididos em 4
grupos: G1 composto de animais que ndo receberam nenhum
tratamento e nem inoculagdo de C. albicans (n = 10); G 2 foi
tratado apenas com ketoconazol e também nao foi inoculado
por candida (n = 10); G 3 foi infectado mas nao recebeu
nenhum tratamento(n = 20) e o grupo 4 foi infectado e tratado
com ketoconazol (n = 20). Durante 8 semanas os ratos dos
grupos 3 e 4 foram inoculados oralmente com uma suspensao
de C. albicans de 0,1 ml e concentracado de 5X107 Ufc/ml que
foi realizada em 3 dias alternados em todas as semanas. Apés
as 8 semanas esses animais foram avaliados para evidéncias
clinicas de lesbes e 0s que nao apresentaram lesdes foram
removidos do estudo. Os animais que apresentaram
lesbdes,foram acompanhados durante 20 semanas e observou-
se que ainda havia a persisténcia de alteragbes no dorso da
lingua. Os animais foram sacrificados na 27% semana e

examinados para evidéncias clinicas e histoléogicas de
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infeccdo. Segundo os autores, a analise histoldgica
demonstrou nenhuma anormalidade nas linguas dos animais
do grupo controle. Dos grupos que receberam tratamento,
todos os animais mostraram remissdao completa da lesao,
enquanto que apenas 2 dos 9 animais do grupo nao tratado
mostraram remissao das lesdes. Os autores concluiram que as
mudancas epiteliais produzidas pela infeccdo por C. albicans
sao reversiveis dentro desse periodo avaliado.

O efeito da administracdo de fluconazol em pacientes com
estomatite protética foi avaliado por Budtz-Jorgensen et al.®, em 1988.
Pacientes portadores desta infeccao foram submetidos a coleta de
amostras do palato e da superficie da prétese, para a verificagdo da
presenca de fungos. Foram selecionados 38 pacientes, que
apresentavam os sinais clinicos de estomatite protética e que possuiam,
predominantemente, a C. albicans na cavidade bucal. Metade desses
individuos recebeu a administracdo de 50 mg de fluconazol por dia,
durante 14 dias, via oral. Os demais receberam apenas capsulas placebo.
Foram realizadas avaliagbes clinicas e micoldgicas antes, imediatamente
apos, 2 e 4 semanas apos o término do tratamento. Além disso, amostras
de sangue e urina foram obtidas para a verificacdo de possiveis efeitos
colaterais do tratamento. Os resultados demonstraram uma redugéo
significante no eritema imediatamente apés o término do tratamento com
fluconazol. Apos 2 e 4 semanas, observou-se ainda a presenca de reagao
inflamatoéria. Em alguns casos, a infecgdo foi re-estabelecida apos o
periodo de 2 semanas. Alteragdes na flora microbiana dos pacientes
tratados com o antifungico foram encontradas, sendo tanto quantitativas,
como qualitativas. Na maioria dos casos, a cepa identificada inicialmente
foi eliminada e substituida por outros fungos patogénicos. Nesses
pacientes, foram encontradas cepas diferentes da espécie originalmente
identificada ou outras espécies patogénicas. A analise de urina e sangue,

nao revelou efeitos toxicos da administragcdo do fluconazol. Os individuos
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tratados com o placebo, nao mostraram nenhuma alteracéo na flora bucal
e nas condic¢des clinicas. Foi concluido que a utilizacdo do fluconazol foi
efetiva para a remisséo dos sinais da estomatite protética, no entanto, os
indices de recidivas encontrados demonstram resultados considerados
apenas temporarios.

Jorge et al.?® em 1993, testaram um método de inducdo de
candidose oral, por meio da sialoadenectomia. Foram utilizados, doze
ratos wistar femininos com aproximadamente 170 a 200 gramas de
massa corpdrea. Esses animais foram divididos em dois grupos, no
primeiro os animais tiveram suas glandulas salivares removidas, e no
grupo 2 os animais receberam apenas inoculagéo por Candida (controle).
Apb6s avaliagcdo da xerostomia presente nos animais, realizou-se a
inoculacao de C. albicans por meio do preparo de suspensdes celulares
que estavam a uma concentragdo de 10® ufc/ml. Realizaram-se trés
inoculagdes por semana, e apds cinco semanas a infecgéo foi encontrada
em 50% dos animais normais, mas apds oito semanas nenhum animal
apresentou candidose. Para os animais sialoadenectomizados, apoés
cinco semanas 100% deles apresentavam infec¢ao oral por C. albicans e
ap6s 18 semanas, 66,6% ainda estavam infectados. Os autores
observaram que durante todo o periodo experimental, os animais que
tiveram as suas glandulas salivares removidas, apresentaram maior
infeccdo por Candida quando comparados aos animais normais.
Concluiram assim que a sialoadenectomia constitui um método confiavel
para indugcéo de candidose oral em modelo animal experimental.

O estabelecimento de candidose oral em ratos

1.2 em 1993. De acordo

sialoadenectomizados foi avaliado por Jorge et a
com os autores, esses animais tém sido utilizados nesse tipo de estudo
para uma melhor compreensao sobre a colonizagédo e patogenicidade de
C. albicans na cavidade oral. Para tanto, 20 ratos Wistar machos foram
utilizados e tiveram grande parte de suas glandulas salivares removidas

cirurgicamente (parétida, sublingual e submandibular). Para inoculagéo,
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suspensdes celulares foram preparadas a partir de isolados clinicos de
pacientes com candidose oral crénica. Todos os animais receberam
inoculagdo oral por 32 semanas. Os ratos foram sacrificados 24 horas
apos a ultima inoculagao. Apo6s 32 semanas, 20% dos animais controle e
70% dos xerostdbmicos ainda apresentavam infeccdo por Candida. A
analise histoldgica revelou a presenca do fungo no epitélio do dorso da
lingua tanto dos animais controles (40%) quanto  dos
sialoadenectomizados (100%), com a presenca de hifas e pseudohifas na
camada de queratina. De acordo com os autores, a remogao cirurgica das
glandulas salivares resultou em xerostomia severa e intensa, predispondo
0s animais a candidose oral, o que confirmou que os constituintes
salivares sao importantes na inibigdo da colonizagdo da cavidade oral por
Candida, e que esse modelo é promissor para indug¢éo dessa infecgédo em
modelos animais.

Em uma revisdo de literatura em 1994, Allen® discutiu sobre
inducdo de candidose oral em animais. De acordo com o autor a
candidose oral é a infecgao fungica mais comum que afeta a mucosa oral
humana. Em muitos casos, essa infecgdo pode provocar alteragado do
paladar, sensacdo de queimacdo e até mesmo transformacédo maligna
nos individuos. Como esse fungo é considerado um patdégeno oportunista,
alguns fatores como diabetes melitus, xerostomia, e uso de antibiéticos de
amplo espectro podem predispor o individuo a desenvolver tal infecgéo.
Mas mesmo assim, pouco se sabe sobre como cada um desses fatores
permite o desenvolvimento de infecgdo por candida. Do ponto de vista
cientifico comegou-se a pensar em modelos animais para indugdo de
candidose, uma vez que os humanos possuem muitas variaveis como
habitos alimentares, sociais, estado imune, higiene oral, uso de drogas e
funcdo salivar, que podem interferir e confundir em como uma pessoa
pode desenvolver tal infeccdo. O autor relata ainda que a principal
vantagem dos estudos feitos com animais € que se pode controlar seu

ambiente e manipular os parametros especificos a serem avaliados tais
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como dieta, fluxo salivar, uso de antibiéticos, microflora oral, presenca de
diabetes melitus e estado imunolégico e dessa maneira dados validos
podem ser obtidos. O autor comenta também que dentre as espécies
animais mais utilizadas em experimentos para a indugdo de candidose
oral é necessario levar em consideragéo o tamanho da cavidade oral do
animal, a facilidade de manipulagao, o custo e facilidade de manutencéo.
Por exemplo, os ratos e camundongos sao animais baratos, faceis de
manter e de manipular. Os camundongos possuem a cavidade oral muito
pequena em relacdo aos ratos, mas ainda assim possuem outra
vantagem que explica seu grande uso em pesquisas que envolvem
inducdo de candidose, que é a de ter um sistema imune de fécil
manipulacdo. Nos estudos de candidose induzida em animais, alguns
relatam a contribuicdo do sistema imune na patogénese da doenca;
outros examinam fatores sistémicos envolvidos como diabetes e anemia;
ha aqueles que falam sobre as alteragdes que ocorrem na mucosa e
aqueles que avaliam a relagéo entre varios fatores locais e sistémicos do
organismo com a candidose oral. Dessa maneira o autor concluiu que os
modelos animais, mais especificamente ratos e camundongos, sao os
mais satisfatérios na investigacdo da patogénese, interagdo com o
hospedeiro, e tratamento para infeccao de candidose oral.

O objetivo do trabalho de Kulak et al.”® em 1994 foi
investigar a remissao de estomatite protética em pacientes usuarios de
préteses totais por meio de 3 diferentes tratamentos. Foram selecionados
45 pacientes que utilizavam protese total superior e apresentavam
estomatite protética, e n&o apresentavam nenhuma outra doenca
sistémica. Inicialmente realizou-se uma coleta da cavidade oral desses
pacientes por meio de swabs que foram cultivados em SDA a 37° C por
48 horas. Os individuos que apresentavam 100 Ufc/ml ou mais no
plaqueamento realizado e evidéncias clinicas de estomatite protética
foram divididos em 3 grupos : Grupo 1 (G1), foi administrado 50mg de

fluconazol diariamente por 2 semanas; G2, aplicou-se solugdo de
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clorixidina 2% na superficie interna das proteses 2 vezes ao dia,
juntamente com a administracdo de fluconazol por 2 semanas; G3, a
esses pacientes uma nova protese foi confeccionada, e nenhum
medicamento foi prescrito. Outra coleta da cavidade oral dos pacientes foi
realizada por meio de swabs, imediatamente e 2 semanas apés o
tratamento. De acordo com os resultados observou-se que o tratamento
realizado com fluconazol em associagao com aplicagéo de clorexidina 2%
sobre a superficie interna da prétese resultou em melhora de reacao
inflamatoéria do palato e na diminuicdo de colonizagéo por Candida em
comparagao aos grupos que apenas receberam tratamento com
fluconazol ou apenas confecgdo de novas préteses. Observou-se ainda
que o tratamento realizado para o grupo 2 eliminou quase que totalmente
as hifas presentes no palato desses pacientes, entretanto, alguns
blastéporos ainda estavam presentes. A confeccdo de novas proteses
nao foi efetiva para remissédo da infec¢cdo. Os autores concluiram que a
aplicacao tépica de clorexidina em associagdo a administracdo de um
antifungico sistémico é uma alternativa promissora para o tratamento de
estomatite protética.

Scully et al.** em 1994 realizaram uma revis&o de literatura
sobre as espécies candidose oral. Os autores consideram que as
espécies de Candida sdo os patdbgenos mais comuns isolados da
cavidade oral, sendo a C. albicans a mais prevalente. Outras espécies
como C. glabrata, C. tropicalis e C. guilliermondii, também estdo sendo
frequentemente isoladas estando associadas a infec¢des. Esses micro-
organismos vivem em comensalismo na cavidade oral e sdo considerados
patdbgenos oportunistas desenvolvendo a infeccdo em pacientes
imunocomprometidos, que apresentam doengas sistémicas, que fazem
uso de antibioticoterapia de amplo espectro assim como naqueles que
utilizam préteses, que possuem habitos alimentares e/ou higiene oral
deficientes, variagdes de pH entre outros. Investigacdes tém demonstrado

que os pacientes que apresentam sindrome da imunodeficiéncia humana
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(AIDS) também tém sido acometidos por essa infeccdo e que a mesma
tem se desenvolvido de forma severa nesses individuos. Adicionalmente,
outros trabalhos tém relatado ndo apenas os sinais clinicos comuns que
caracterizam a candidose oral, mas outras variagdes clinicas como
candidose eritematosa ou atrofica. De acordo com os autores essas
condigdes sao freqlentes em pacientes que apresentam virus HIV e
naqueles que fazem uso de corticosterdides e antibioticoterapia de amplo
espectro. Clinicamente s&o caracterizadas por areas eritematosas
generalizadas que podem aparecer no dorso da lingua (lingua
despapilada), palato, e mucosa oral. O tratamento para candidose oral
tem mostrado resultados efémeros uma vez que os medicamentos
utilizados ndo tém eliminado completamente o fungo, fazendo com que
recidivas da infecgdo ocorram. Segundo alguns estudos, esse patdgeno
tem desenvolvido resisténcia aos antifungicos utilizados, principalmente
as drogas do tipo azol. Dessa maneira, os autores sugerem que com O
aumento das infec¢des orais causadas por Candida principalmente em
pacientes com HIV, e da resisténcia que esses patdgenos vém
desenvolvendo aos antifungicos, terapias alternativas devem ser melhor
estudadas e futuramente aplicadas para o tratamento de candidose oral.

Sweet et al.*®

em 1995 avaliaram a capacidade de aderéncia
a células epiteliais bucais de cepas de Candida albicans retiradas de
individuos HIV positivos assintomaticos e sintomaticos. De acordo com os
autores, o aumento na prevaléncia de candidose oral associada com
infeccdo por HIV pode estar relacionado a mudangas no sistema
imunolégico do hospedeiro, mas também pode estar relacionado a
alteragbes das cepas que estdo causando a infec¢do. Dessa forma, cepas
de C. albicans foram isoladas de 49 pacientes soro-positivos para o virus
HIV e 49 pacientes saudaveis (grupo controle). Dos pacientes infectados
pelo virus, 41 eram apenas soro-positivo, sem a manifestagédo da doenca,
e 8 apresentavam a doenca. Os pacientes do grupo controle possuiam

varias doengas orais tais como xerostomia, recorréncia de ulceragéo oral
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ou liqguen plano. Esses pacientes foram selecionados como sendo um
grupo com susceptibilidade a candidose oral, porém sem evidéncias de
imunossupressao. Os isolados foram coletados da saliva dos pacientes e
cultivados em SDA e armazenados em glicerol 40% a -20° C. Suspensodes
de C. albicans foram preparadas por meio da reativagdo da levedura em
SDA a 37° C por 48 horas. Uma unica colbnia foi suspensa em 10 mL de
PBS, lavada 2 vezes e centrifugada. A concentragéo celular foi ajustada a
10" células/mL. As células epiteliais bucais foram coletadas em laboratorio
de pacientes saudaveis, sem sinais de qualquer patologia oral. As
amostras foram retiradas da mucosa jugal desses pacientes por meio de
um swab estéril, no mesmo dia do experimento. As células foram entado
diluidas em 10 mL de PBS, filtradas, lavadas 3 vezes em PBS e
centrifugadas, estando a concentragao final equivalente a 10°células /mL.
Apds o preparo das suspensdes de Candida e de células bucais as
mesmas foram submetidas ao teste de aderéncia. De acordo com os
resultados, C. albicans isoladas de pacientes HIV positivos apresentou
maior aderéncia as células epiteliais bucais quando comparadas aos
isolados de pacientes do grupo controle. Os resultados sugerem que a
infeccdo por HIV esta associada a selecdo de cepas de C. albicans e
com o aumento na habilidade dessas cepas aderirem a mucosa oral.

A implantacédo e o desenvolvimento de C. albicans e outras
espécies de Candida na cavidade oral de ratos foi avaliada por Totti et
al.>® em 1996. De acordo com os autores, a maior parte das infecgées
fungicas que afetam a cavidade oral sdo causadas por C. albicans, porém
o numero de infecgbes causadas por outras espécies de Candida tem
aumentado. Para tanto, 60 ratos femininos Wistar com aproximadamente
120 a 170g de massa corpoérea foram utilizados. Desses, 30 foram tidos
como controles, e os outros 30 tiveram a maior parte de suas glandulas
salivares removidas cirurgicamente. Para inoculagdo, suspensdes
celulares com 10° blastoporos/ 0,2 ml de salina estéril foram preparadas

de C. albicans, C. parapsolis, C. tropicalis, C. guilliermondii e C. krusei,
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todas ATCC. Grupos de 6 animais normais e 6 sialoadenectomizados
foram inoculados diariamente por 4 dias. As amostras foram coletadas
nos dias 1, 2, 3, 5, 8, 15 e 30 apos a ultima inoculagéo por meio de mini-
swabs esfregados por todas as partes da lingua durante 5 minutos. Esses
swabs foram imersos em 0,1ml de solugcdo salina estéril, dos quais
diluicdes seriadas foram realizadas e plaqueadas em SDA em duplicata a
37° C por 48 horas. Em seguida realizou-se a contagem de colbnias
viaveis. Os resultados mostraram que C. albicans foi encontrada
recobrindo quase toda a cavidade oral de todos os animais e em todos os
periodos avaliados. Os animais sialoadenectomizados mostraram maior
namero de C. albicans em relacédo aos controles. Os valores para C.
parapsolis, foi semelhante para todos os grupos. Para C. tropicalis, os
valores foram maiores para os animais ndo sialoadenectomizados no 8°
dia de experimento. Ja C. guilliermondii e C. krusei, foram isoladas em
poucos animais apenas no primeiro dia do experimento. Os autores
concluiram que todas as espécies de Candida isoladas diminuiam em
numero conforme o decorrer do experimento, e que a sialoadenectomia
favoreceu a colonizagao por C. albicans.

A capacidade de aderéncia de Candida albicans as células
epiteliais bucais foi avaliada por Schwab et al.** em 1997. Para isso, 6
isolados clinicos de Candida albicans foram obtidos de pacientes
portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (grupo 1),
de pacientes que foram submetidos a transplante de 6rgaos (grupo 2) e
também de pacientes saudaveis (grupo 3). Doze pacientes fizeram parte
do grupo 1, 8 do grupo 2 e 17 do grupo 3. Durante o periodo de coleta
das amostras, os pacientes dos grupos 1 e 2 receberam tratamento com
fluconazol. Apenas alguns pacientes do grupo1 foram tratados com
antibioticoterapia de amplo espectro, e outros do grupo 2 receberam
medicagdo imunossupressora como ciclosporina, prednisolona ou
azatioprina. Os pacientes saudaveis ndo receberam tratamento. Todas as

amostras de leveduras foram armazenadas em -20° C em NaCl apos as
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coletas, e cultivadas em placas de SDA a 30° C antes do teste de
aderéncia. As células fungicas foram suspensas em cloreto de sodio a
0,9% contadas em camara de Neubuer e ajustadas a uma densidade de
108 células/mL. As células epiteliais foram coletadas da mucosa jugal de
todos os pacientes por meio de swabs estéreis os quais foram embebidos
em 6 mL de meio 199. Essa suspensdao celular estava a uma
concentragdo de 5 x 10°células/mL. As células epiteliais bucais coletadas
dos pacientes foram observadas em microscépio para verificacdo das
leveduras unidas a essas células, antes do teste de ades&do. Quando
havia presenca de leveduras aderidas as células epiteliais, essa
suspensao era descartada. Para minimizar possiveis variagdes, as células
foram coletadas de todos os pacientes no mesmo dia e hora, durante 60
minutos. Em seguida, a suspensdo celular adicionou-se 100 pL da
suspensdao de Candida, e incubou-se a 37° C. A suspensdo foi
centrifugada e o sobrenadante ressuspendido em PBS. As células foram
preparadas e observadas em microscopio com diferentes contrastes
opticos, o qual permitiu a visualizagdo de toda superficie celular. O valor
de leveduras aderidas as células epiteliais foi determinado e o numero
médio calculado (valor da aderéncia). De acordo com os autores, a
natureza dos receptores celulares do hospedeiro influencia na habilidade
de adesao das espécies de Candida as células epiteliais. Os resultados
demonstraram que os 6 isolados clinicos provenientes de pacientes com
AIDS aderiram trés vezes mais as células epiteliais bucais quando
comparadas aos isolados retirados de pacientes transplantados ou
saudaveis. Os autores concluiram que a adeséo de C. albicans as células
epiteliais bucais € um fator importante na patogénese da recorréncia de
candidose oral em pacientes com AIDS.

Em uma revisdo de literatura, White et al.*®* em 1998,
descreveram os fatores clinicos, moleculares e celulares que podem estar
relacionados ao desenvolvimento de resisténcia antifungica. No estudo,

dois tipos de resisténcia foram definidos: a primaria (intrinseca a algumas
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espécies, como a C. glabrata e C. krusei), e a secundaria (desenvolvida
apo6s a exposicao prolongada a algum tipo de medicamento). De acordo
com os autores, os mecanismos de resisténcia demonstrados na literatura
variam conforme a medicacdo avaliada. Os agentes azois, por exemplo,
atuam na inibicdo da biossintese do ergosterol, promovendo altera¢des
na fungdo apropriada de enzimas e na integridade da membrana
citoplasmatica. Dessa forma, micro-organismos resistentes, normalmente
apresentam mutagdes genéticas nas enzimas alvo do medicamento
(envolvidas na formagédo do ergosterol) e mecanismos para diminuir a
concentracdo celular da droga. De modo geral, a natureza fungistatica do
medicamento, a dosimetria de aplicacéo (frequéncia e quantidade de
efeito cumulativo), a farmacocinética (absorcdo, distribuicdo e
metabolismo) e as interagbes medicamentosas sdo parametros relativos
as drogas que podem influenciar o desenvolvimento de resisténcia
antifungica. Além disso, fatores intrinsecos aos individuos também podem
interferir na resposta a medicacdo, como o estado imunolégico, o local e
severidade da infecgdo e a presenca de fatores agravantes (proteses
dentais, catéteres, valvulas cardiacas). Os autores frisaram a importancia
do desenvolvimento de estratégias que identifiquem de forma segura a
presenca de micro-organismos resistentes nas infecgbes, para que
terapias apropriadas possam ser aplicadas. Além disso, foi concluido que
a busca por tratamentos que ndao promovam o desenvolvimento de
resisténcia é de fundamental importancia, tendo em vista que os
medicamentos disponiveis atualmente parecem continuar promovendo
novos mecanismos de resisténcia.

Banting, HiII5, em 2001, avaliaram in vivo a desinfec¢édo de
proteses totais por imersao em clorexidina ou irradiacdo em microondas
como métodos adjuntos no tratamento de estomatite protética. Trinta e
quatro pacientes portadores de préteses totais superiores com esfregagos
positivos para pseudohifas de C. albicans foram selecionados para um

dos seguintes tratamentos: irradiagdo da protese em microondas ou
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imersao da prétese em solugéo clorexidina a 0,2% (controle). Todos os
pacientes receberam medicacao antifungica tdpica (Nistatina 300000 IU 3
vezes ao dia) por 14 dias. As proteses selecionadas para o tratamento
com as microondas foram escovadas com sabao anti-séptico e agua e
entdo irradiadas por um minuto a 850 W em trés dias diferentes (1°, 5° e
10° dia). Para o grupo controle, as proteses foram imersas na solug¢ao de
clorexidina durante a noite por 14 dias, com renovagéo da solug¢ao a cada
2 dias. Essas proteses também foram escovadas em 3 dias diferentes (1°,
5° e 10° dias), estabelecendo parametro para comparagdo entre os
grupos. Os resultados demonstraram que, apdés 14 dias, 53% das
proteses irradiadas por microondas apresentaram pseudohifas de C.
albicans e que essa porcentagem aumentou para 84% para as proteses
imersas em clorexidina. Por outro lado, ap6s esse mesmo periodo, os
esfregacos citologicos referentes a mucosa palatina dos pacientes cujas
proteses foram irradiadas apresentaram 1/4 do risco de infeccdo dos
tecidos palatinos em relacdo aos pacientes que tiveram suas préteses
imersas em clorexidina. Trés meses apds o tratamento, o grupo controle
foi considerado 5 vezes mais susceptivel a apresentar pseudohifas de C.
albicans quando em comparagdo com O grupo que recebeu tratamento
com as microondas. Os autores concluiram que a exposi¢céao das proteses
as microondas foi efetiva para uma adequada desinfecgéo nas préteses
sem ocasionar efeitos deletérios aparentes nas propriedades das
mesmas.

Em um trabalho de revisdo de literatura, Calderone, Fonzi'’,
em 2001, descreveram os fatores de viruléncia da C. albicans. De acordo
com os autores, a candidose é uma infeccao comum da pele, cavidade
bucal e esbfago, trato gastrointestinal, vagina e sistema vascular em
humanos. Embora a maioria das infeccbes ocorra em pacientes
imunocomprometidos ou debilitados, a C. albicans expressa diversos
fatores de viruléncia que contribuem para a patogénese. Esses fatores

incluem a presenga de biomoléculas de reconhecimento do hospedeiro
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(adesinas) e a producéo de fosfolipases e proteases aspartil secretadas.
Os autores descreveram os eventos iniciais da patogenia da candidose,
que se inicia pelo reconhecimento do hospedeiro. A ligagdo do micro-
organismos a proteinas ou competidores do micro-organismos pode
dificultar a sua identificagéo por parte do hospedeiro. Além disso, embora
seja bem difundida a idéia de que a invaséo tecidual seja facilitada pela
transformacao do micro-organismos para a forma de hifas, de acordo com
os autores, outros mecanismos de penetragéo tecidual podem ocorrer. Os
autores descreveram a invasao tecidual das leveduras por um processo
denominado “persoption”, e, também, por meio de fagocitose por parte
das células humanas da regido da faringe e do eséfago. Além disso,
alteragcbes fenotipicas sao acompanhadas de alteragbes na expresséo
antigénica, morfologia de coldnia e afinidade aos tecidos da C. albicans e
outras espécies de Candida. As alteragdes podem proporcionar as
células, flexibilidade, favorecendo a sua adaptagdo as condi¢gdes do
préprio hospedeiro e do tratamento imposto por algum tipo de terapia.

Em outra revisdo de literatura, Samaranayake et al.** em
2001, também falaram sobre candidose oral experimental em modelos
animais. Segundo o autor muitos estudos que avaliaram a presenca de
Candida associada ao uso de placas de acrilico para simular o uso de
protese foram bem sucedidos uma vez que as lesdes presentes nos
animais foram muito semelhantes as presentes em humanos. Outros
estudos nos quais se induziu candidose oral em ratos, também se
detectou colonizagdo por Candida assim como lesbes semelhantes em
humanos tanto microbiologicamente quanto histologicamente. Em outra
investigacdo, os autores também induziram candidose em ratos e
observaram lesdes iguais as dos humanos. Os autores consideram o uso
de ratos para indugéo desse tipo de infeccdo satisfatéria, pois esses
animais séo de facil manipulagao, baixo custo para manutencéo, tamanho
da cavidade oral suficiente para inoculagédo e coleta de Candida. Além

dos ratos, os camundongos também sdo ideais para esses tipos de
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estudo, pois também possuem facilidade de manipulacdo e de
manutengdo, baixo custo, e mais um fator que vem a ser o mais
importante, que é um sistema imunoldgico facil de ser manipulado, o que
facilita ainda mais o aparecimento da infecgéo.

Em 2003, Takakura et al.®® avaliaram um método para
inducdo de candidose oral em modelo animal e a efetividade dos
antifungicos Fluconazol e Anfotericina B na inativacédo de C. albicans.
Para a inducado dessa infecgéo todos os animais foram imunossuprimidos
no primeiro dia do experimento e no terceiro dia apds a infecgcdo com
Predinisolona 100mg/kg. No segundo dia do experimento os mesmos
foram anestesiados e a inoculagéo foi realizada por meio de mini-swabs
embebidos em uma suspensao celular de C. albicans (2,5X10" ufc/ml) os
quais foram introduzidos na cavidade oral do animal. Cloridrato de
clorpromazina foi administrado para que os animais ficassem sedados até
trés horas ap6s a inoculagdo. Os autores avaliaram a infecgao
macroscopicamente baseados na presencga ou n&o de lesdes brancas as
quais foram atribuidos escores de 0 a 3 de acordo com a severidade e
extensdo das mesmas. O Fluconazol foi administrado ao animal sendo
misturado na agua (50ug/ml). Ja Anfotericina B (suspensdo oral de
100mg/ml) em um volume de 200ul foi diretamente aplicada por toda a
cavidade oral incluindo a lingua, mucosa bucal e palato mole. Ambos os
antifungicos foram administrados 3 horas apés inoculagéo até o segundo
dia pés-infeccdo. A eficacia dos medicamentos foi avaliada no segundo e
terceiro dia pos-infeccdo. Com mini-swabs embebidos em 5ml de solugéo
salina, os quais foram esfregados por toda cavidade oral do animal,
diluicbes seriadas foram feitas, plaqueadas e incubadas a 37°C por 20
horas. Os autores constataram que do terceiro ao sétimo dia poés
inoculagdo, os animais possuiam cerca de 10° -10” ufcs/mL de Candida
por toda cavidade oral, além da presenca de lesbes brancas em varias
partes de lingua. Os medicamentos utilizados propiciaram uma grande

reducdo da infec¢do, porém, mostraram resultados temporarios ja que
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ndo eliminaram completamente esses micro-organismos. Concluiram
entdo que este modelo pode ser usado para indugédo de candidose oral in
vivo, e para testar a eficacia de varios agentes antifungicos.

A inducédo de candidose oral em camundongos normais e

1.5 em 2004. Os autores

xerostdbmicos, foi avaliada por Totti, et a
consideram que a xerostomia € um dos principais fatores relacionados ao
desenvolvimento de candidose oral. Dessa maneira, uma suspensao
celular com 10% Ufc/ml de C. albicans foi preparada e inoculada na
cavidade oral dos animais por meio de uma seringa. O estudo foi
constituido por 3 grupos experimentais: grupo 1, possuia 78
camundongos que tiveram suas glandulas salivares removidas e 78
animais com fluxo salivar normal os quais receberam 1 inoculagéo por C.
albicans; grupo 2, com a mesma quantidade de camundongos
siloadenectomizados e com fluxo salivar normal, os quais receberam
inoculagdo por Candida durante 4 dias, e o grupo 3, possuia 6 animais
siloadenectomizados e 6 com fluxo salivar normal, que nao receberam
inoculagdo por Candida. Nenhum dos animais recebeu agua por pelo
menos 1 hora apds a inoculagéo. As linguas dos animais normais e
sialoadenectomizados foram avaliadas nos dias 1, 2, 3, 5 e 8 ap6s a
inoculagao, e a cada 15 dias até completar 165 dias de experimento. Seis
animais foram sacrificados cada vez que as linguas eram avaliadas, e as
mesmas foram removidas cirurgicamente. De acordo com as analises
histolégicas das linguas, pode-se observar o desenvolvimento de
candidose tanto nos animais sialoadenectomizados que receberam 1
inoculacdo quanto nos que receberam 4 inoculagdes. Os autores
relataram que a sialoadenectomia € promissora para indugdo de
candidose oral e que 0s animais que receberam 4 inoculacdes
apresentaram lesdes mais extensas.

A correlacdo entre ades&o, produgdo enzimatica e
susceptibilidade a fluconazol de C. albicans obtidas de pacientes usuarios

|.32

de proteses foi avaliada por Lyon et al.”™ em 2006. Para isso, 99 pacientes
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que utilizavam proteses totais foram selecionados. Desses, 44
apresentavam sinais de Candida associada a estomatite protética, os
outros 55 pacientes apresentavam a mucosa do palato saudavel. As
amostras foram coletadas do dorso da lingua e da mucosa do palato por
meio de swabs estéreis, e cultivadas em SDA a 37° C por 48 horas.
Oitenta e trés isolados de Candida spp. foram obtidos, dos quais 46 eram
de pacientes com estomatite protética e 37 de individuos com mucosa do
palato normal. Os autores observaram que das espécies identificadas 68
eram C. albicans, e 15 eram de outras espécies de Candida. Apenas 30
cepas obtidas de individuos com candidose associada a estomatite, e 30
cepas de individuos com mucosa do palato normal foram utilizados no
estudo. As cepas foram comparadas com relagdo a capacidade de
aderéncia as células epiteliais bucais, redugdo dessa adesao apds
exposicao ao fluconazol, e producdo enzimatica. De acordo com os
resultados, as cepas obtidas de pacientes com estomatite protética
apresentam maior aderéncia producdo de enzimas do que aquelas
obtidas de pacientes saudaveis. A exposicdo das cepas ao fluconazol
reduziu a aderéncia das mesmas as células epiteliais bucais. Os autores
concluiram assim, que a adesao pode estar relacionada com fatores
predisponentes do hospedeiro, que podem determinar ou nao se ele ira
desenvolver a doenga. Eles concluiram ainda, que ha correlagéo entre a
adesdo, producao de proteinase e fosfolipase e susceptibilidade ao
fluconazol.

Nakajima et al.®®* em 2007, isolaram, identificaram e
determinaram a prevaléncia de leveduras na cavidade oral de pacientes e
avaliaram qual seria a concentragcdo minima inibitéria (MIC) da
substancia Kolorex que causasse a inativagao das espécies de Candida.
Para isso, 29 individuos com e sem lesdes orais de candidose foram
avaliados. As células fungicas foram coletadas do dorso da lingua de
cada paciente saudavel. Para os pacientes com lesbes de candidose, o

material foi coletado direto das lesbes. Todos os tubos contendo as
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amostras retiradas da lingua ou direto de lesées foi incubado 37° C por 4
dias, semeados em SDA e distribuidos em diferentes placas. As
leveduras foram identificadas pelo método de formacdo de tubos
germinativos, estudo de micromorfologia, assimilagdo de niveis de
carbono e nitrogénio, fermentacdo, hidrélise de uréia e reducédo de
trifeniltetrazolio. Cada in6culo foi obtido previamente ao processo de
identificagdo em culturas de SDA. Em seguida, determinou-se a MIC do
produto Kolorex na inativagcao das cepas isoladas. A atividade antifungica
desse composto foi determinada pela técnica de diluicdo em meio sélido.
Diluicbes seriadas do produto foram preparadas em agua destilada estéril
em duplicata e semeadas em placas de petri. As placas foram incubadas
a 37° C por 24 horas e os resultados foram observados pela possivel
ocorréncia do crescimento de micro-organismos, na diluigdo
correspondente. De acordo com os resultados, espécies do género
Candida foram observadas na saliva de 45,4% dos individuos saudaveis
avaliados e em 88,2% dos individuos com lesdes orais. Para o grupo
com candidose oral, a propor¢gdo de aparecimento das espécies de
Candida coletadas da lingua e diretamente das lesbes foi
respectivamente: 5,8% e 11,7% de C. tropicalis, 5,8 e 5,8% para C.
glabrata, e 0 e 5,8% para C. parapsolis, além disso a espécie C. albicans
foi a Unica encontrada em 64,7% e 70,5% respectivamente. Os valores
médios de UFC/mL obtidos foram equivalentes a 158,3 x10° para o grupo
com candidose, e 64,6 x 10° para o grupo com individuos saudaveis.
Aproximadamente 95,7% das cepas testadas foram sensiveis ao Kolorex,
apresentando MIC de 1:20. Os autores concluiram que o composto
testado pode ser utilizado para prevengao e tratamento de candidose oral.

A efetividade do tratamento de pacientes com estomatite
protética por meio da irradiagdo por microondas de suas préteses totais
superiores, foi avaliada por Neppelenbroek et al.>” em 2008. Para tanto
apenas pacientes que nao apresentavam nenhuma histéria médica de

diabetes, anemia, terapia com imunossupressores ou radio e/ou
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quimioterapia, foram incluidos. Pacientes que receberam terapia
medicamentosa com antibiéticos e antifungicos em até 3 meses antes do
inicio do experimento foram excluidos. Um total de 384 pacientes com
idade entre 35 e 80 anos foram examinados. Apenas o0s que
apresentavam evidéncias clinicas de estomatite protética foram
selecionados. Um total de 60 pacientes foram escolhidos para a pesquisa,
os quais foram divididos em 4 grupos com 15 pacientes em cada. O grupo
controle era constituido de pacientes que apenas eram avaliados e
orientados em relagdo a higienizagdo de suas proteses; grupo Mw
constituido de pacientes que tiveram suas préteses totais superiores
submetidas a irradiacdo por microondas (650 W durante 6 minutos) 3
vezes por semana durante 30 dias; grupo MwMz, pacientes que
receberam o tratamento do grupo Mw juntamente com a aplicagéo topica
de miconazol 3 vezes por semana por 30 dias; e o grupo Mz, no qual os
pacientes receberam a mesma terapia antifungica do grupo MwMz.
Andllise citolégica e culturas micologicas foram realizadas tanto das
préteses quanto do palato de todos os pacientes antes do tratamento, no
dia 15 e 30 durante o tratamento, e nos dias 60 e 90 ap6s o tratamento.
De acordo com os autores, as analises microbiolégica e clinica do grupo
controle demonstraram uma diminuicdo nao significativa da infeccdo de
Candida durante todo o acompanhamento. As analises citologicas e
micoldgicas do palato e das proteses dos grupos Mw e MwMz mostraram
auséncia de Candida nos dias 15 e 30 durante o tratamento. O grupo que
recebeu apenas tratamento com miconazol, Mz, demonstrou reducao
significante de inflamagdo no palato. Os autores concluiram que a
irradiacdo por microondas foi efetiva no tratamento de estomatite
protética, e que a recorréncia de Candida foi significativamente reduzida.
A analise da arquitetura, viabilidade e crescimento de
biofiilmes de Candida albicans e Candida glabrata foi realizada por
Seneviratne et al.*> em 2009. Os autores consideram que as espécies de

Candida sé&o as responsaveis pela maioria das infecgbes fungicas em
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humanos. Entretanto, o entendimento do processo de desenvolvimento do
biofiime destes fungos €& um importante pré-requisito para o
descobrimento de novas estratégias para prevenir ou erradicar estas
infecgbes. Dessa maneira, realizou-se uma enumeragdo das unidades
formadoras de col6nia, avaliagdo de XTT, microscopia eletronica e
microscopia confocal. Esta ultima aclopada ao software COMSTAT,
permitiu avaliar o crescimento, arquitetura e viabilidade dos biofilmes
referentes a cepas ATCC e isolados clinicos de C. albicans e C. glabrata.
As espécies de Candida foram plaqueadas em SDA e incubadas a 37°C
por 18 horas e entdo inoculadas em YNB. A suspensao celular utilizada
para o desenvolvimento dos biofilmes, foram colocadas em placas de
wells de 96 orificios. Apds o periodo de adesédo (1,5 horas) cada orificio
foi lavado com 100uL de PBS para a remogao das células ndo aderentes.
A seguir, 200 pL de YNB foram colocado nos orificios e incubados a 37°C
por 72 horas. As analises realizadas para caracterizacdo das espécies
revelaram diferencas substanciais inter e intra-espécies na organizacao
da arquitetura do biofilme de Candida e na viabilidade celular, enquanto
que a maturidade desse biofilme ocorreu apdés um periodo de 48 horas.
Houve diferencas de metodologia para o crescimento dos biofilmes,
porém os resultados foram semelhantes ndo mostrando diferencgas
significativas. As analises realizadas pelo software COMSTAT mostraram
estar de acordo com a microscopia eletrénica e com a confocal. Os
autores concluiram que o presente estudo promoveu uma descrigdo
detalhada do crescimento, arquitetura e viabilidade celular do biofilme
para as duas espécies e que o software utilizado &€ promissor para o
estudo da arquitetura tridimensional dos biofiimes de Candida,

complementando as analises convencionais.



46

2.2 PDT in vitro

Bertoloni et al.® em 1989, avaliaram a influéncia de diversos
parametros na foto-inativacdo de C. albicans sensibilizadas por um
derivado de hematoporfirina. O micro-organismo foi cultivado
aerobicamente a 37°C em meios de Sabourarud Broth e Brain Heart
Infusion, os quais foram modificados ou ndo, a fim de se verificar a
influéncia da composicdo do meio na fotoinativagdo celular. Apds a
obtencado de suspensdes celulares em solugao salina, as amostras foram
incubadas no escuro com porfirina nas concentragdes de 0,1 a 1000 mg/L
por 6 ou 30 minutos. Para irradiagao, foram utilizadas quatro lampadas de
tungsténio de 250 W, numa fluéncia de 6 mW/cm?, e a suspensao celular
foi mantida em diversas temperaturas, que variaram entre 2 e 42°C. Em
seguida, as amostras foram analisadas em microscopia de luz e
eletrbnica. A ligacao entre a porfirina e a célula foi estimada, e também
foram avaliadas as atividades enzimaticas de ATPase e citocromo-c-
oxidase, as quais indicam as propriedades funcionais da membrana
citoplasmatica e da mitocéndria celular, respectivamente. Foi observado
que a reducdo da viabilidade celular foi dependente do tempo de
iluminagdo, e que apenas concentragdes acima de 1 mg/L de porfirina
foram efetivas para foto-inativagcéo celular. Uma reducéo significativa da
atividade da enzima citocromo-c-oxidase foi verificada apds 5 minutos de
irradiacédo, enquanto que a atividade da ATPase apresentou reducéo apés
1 minuto de irradiacédo e nao foi afetada por tempos mais prolongados.
Também foi verificado que, quando temperaturas maiores de irradiagcéo
foram utilizadas, a inativagdo celular foi maior e a fluorescéncia das
células foi menor, indicando mobilidade da porfirina ligada a célula. A
sobrevivéncia das amostras cultivadas em Sabouraud foi maior do que a
sobrevivéncia das amostras cultivadas em Brain Heart Infusion.
Adicionalmente, a modificagdo dos meios néo alterou a capacidade das

células em se ligar a porfirina. A adicéo de glicose e a auséncia de sais e
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fosfato aumentaram a sobrevivéncia do micro-organismo no meio de
cultivo, enquanto que a variagao de pH nao alterou a viabilidade celular.
Quando suspensbes sensibilizadas pela porfirina foram lavadas trés
vezes, foram necessarios maiores tempos de irradiagdo para diminuir a
viabilidade do micro-organismos, que apresentou maior permeabilidade
celular. A microscopia eletrbnica demonstrou que as amostras irradiadas
por 10 minutos apresentaram células com alteragcdes morfolégicas, e que
as células irradiadas por tempos maiores apresentaram rompimento da
membrana citoplasmatica e organelas. Também foi verificado que,
quando tempos de 10 e 30 minutos foram utilizados para irradiagédo das
amostras, a fluorescéncia do DNA diminuiu, indicando dano a membrana
nuclear. Os autores concluiram que a fotossensibilizagado de C. albicans
pela porfirina causa um dano inicial na membrana citoplasmatica, o qual
permite a penetracdo das moléculas do fotossensibilizador para dentro do
citoplasma, danificando componentes vitais para célula.

Os pesquisadores Dobson, Wilson?® em 1992, estudaram a
acao do laser He-Ne (7.3 mW/632.8 nm/1.3 mm) associado a varios FSs
sobre biofiimes de Streptococcus Sanguinis, Porphyromonas gingivalis,
Fusobacterium nucleatum e Actinobacillus actinomycetemcomitans. Os
biofilmes foram cultivados em placas de Petri contendo meios de cultura
especificos, e varias substancias corantes foram adicionadas a esses
biofilmes, com o intuito de avaliar a capacidade fotossensibilizadora de
cada uma delas, seguido da iluminagdo com a luz de laser. A analise dos
resultados foi realizada por meio do aparecimento de zonas de inibigdo de
crescimento. Para o micro-organismos S. Sanguis foram utilizados os FSs
violeta cristal, azul de metileno, azul de orto-toluidina e azul metalico,
todos nas concentracoes de 0,01% e 0,1%, enquanto para o
fotossensibilizante ftalocianina, a concentragéo utilizada foi de 0,005%.
Todos os biofilmes foram irradiados durante 10 ou 60 segundos com a luz
do laser de He-Ne. Outro tipo de experimento foi realizado para os quatro

micro-organismos utilizando a concentracdo de 0.005% dos seguintes
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fotossensibilizantes: azul de toluidina, hematoporfirina HCI, azul de
metileno, ftalocianina e hematoporfirina éster, porém durante 10 ou 30
segundos de exposicdo a luz do laser de He-Ne. Pela analise dos
resultados foi verificada a redu¢cdo no numero de micro-organismos para
as quatro espécies apo6s a utilizacado de azul de orto-toluidina e azul de
metileno, ambos na concentracdo de 0,005% submetidos a irradiagao
durante 30 segundos (16,5 J/cm?). Os demais FSs foram efetivos apenas
para alguns micro-organismos. Devido a estes resultados, os autores
sugerem que uma foto-inativagdo pode ser efetiva para a eliminagcao de
bactérias periodontopatogénicas da placa dental.

A susceptibilidade de bactérias cariogénicas a PDT foi

1.'° em 1993. Para isso, foram realizados dois

verificada por Burns et a
experimentos distintos, nos quais um aparelho de laser hélio-nebdnio (He-
Ne) foi associado ao FS azul de toluidina. Inicialmente, as bactérias
Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Lactobacillus casei e
Actinomyces viscosus foram individualmente inoculadas em caldo Tryptic
Soy e incubadas por 16 horas a 37°C. Em seguida, o FS foi adicionado a
estas suspensdes celulares, obtendo-se as concentragdes finais de 100,
50 e 25 mg/L. Apds o periodo de incubacédo de 15 minutos, uma aliquota
de 1 mL da cada suspensao celular foi transferida para placas de Petri
contendo o meio de cultura Tryptic Soy Agar, e diferentes areas de cada
placa foram expostas a luz do laser durante os tempos de 15 a 300
segundos. As amostras foram incubadas por 24 horas a 37°C para a
analise de zonas de inibicdo de crescimento microbiolégico. O segundo
teste foi realizado por meio da transferéncia de 100 pyL de cada
suspensao celular de micro-organismos para orificios de uma placa de
microtitulagdo, juntamente com o mesmo volume do FS em varias
concentragdes, e em seguida a placa foi exposta ao laser. O controle
constituiu-se de amostras adicionais que n&o foram expostas ao laser,
amostras que receberam apenas meio de cultura e foram expostas a luz,

e amostras que nao receberam nem FS nem luz. Os resultados obtidos



49

nos dois experimentos demonstraram que a inativacdo dos micro-
organismos ocorreu de forma dose-concentracdo dependente. No
primeiro, foram observadas zonas de inibicao nas placas de S. mutans, S.
sobrinus e A. viscosus apos 15 segundos de exposicédo ao laser e o L.
casei apds 45 segundos, quando o azul de toluidina foi utilizado a 100
mg/L. A utilizagcdo de concentragdes menores do FS necessitou de
maiores tempos de iluminagdo para que fosse conseguida a inativagéo
das quatro bactérias testadas. Da mesma forma, os resultados do
segundo experimento demonstraram significativa redugdo nos valores de
ufc/mL de todos os micro-organismos testados apds a exposi¢ao por 60
segundos ao laser (33,6 J/cm?), quando o FS foi utilizado na concentraco
de 50mg/L. Entretanto, esta concentragdo do agente mostrou-se tdxica as
células microbianas do S. mutans e S. sobrinus, na auséncia de luz. A
exposicao ao laser sem a presenca do FS nao afetou significantemente a
viabilidade de das bactérias testadas. Com os resultados obtidos, os
autores concluiram que a PDT pode ser empregada na odontologia, para
a descontaminacao de dentina cariada previamente a restauragéo.
Wilson, Mia®® em 1993, avaliaram a inativagdo de Candida
spp. apds aplicagdo da PDT. Foram utilizados os FSs ftalocianina
dissulfonato de aluminio (FDA) e azul de metileno (MB) associados ao
laser de arseneto de galio e aluminio (Ga-As, 660 nm), cuja poténcia é de
11mW. Também, foram testados os FSs violeta cristal, azul de toluidina
(TB), dihematoporfirina-ester (HpDE) e tionina em associagéo ao laser de
hélio e nebnio (He-Ne, 632,8 nm), de poténcia de 7,3 mW. Inicialmente o
micro-organismos avaliado foi uma cepa padréao de C. albicans. Aliquotas
de 50 pL da suspensao diluida 1:100 foram transferidas para uma placa
de 96 orificios. Uma aliquota de mesmo volume de um dos FSs foi entdo
adicionada a cada orificio, obtendo-se concentragées finais de 100, 500,
ou 1000 mg/L. Apds 5 minutos de incubagéo a temperatura ambiente, os
orificios em duplicatas foram expostos a luz de laser durante 120

segundos. Amostras adicionais somente receberam o FS ou foram
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expostas a luz. Para todas as amostras, 50 yL das diluicdes seriadas
foram plaqueadas em duplicatas em Agar Sabouraud Dextrose. Ap6s 3
dias a 37°C, as colbnias foram contadas. Apds esta etapa inicial, o FSs
mais efetivo foi entdo selecionado na concentracdo de 100 mg/L para
avaliar a inativacao de suspensdes mais densas (1:10) de cepas de C.
albicans, C. steallatoidea, C. tropicalis e C. Krusei. Os dados foram
analisados pelo teste-t de Student. Foi verificada que a exposi¢cao ao He-
Ne reduziu os valores de ufc/mL das amostras sensibilizadas por TB,
tionina e violeta cristal a 100 e 500 mg/L, sendo que a maior reducao foi
obtida com o TB a 100 mg/L. A irradiagdo com o laser Ga-As promoveu
reducéo significativa dos valores de ufc/mL das amostras sensibilizadas
por MB e FDA a 100 e 1000 mg/L. A PDT nao foi efetiva na inativagéo de
C. albicans quando o HpDE foi utilizado. Os agentes TB , MB e FDA se
mostraram toxicos as células de C. albicans, na auséncia de luz. Além
disso, o TB a 100 mg/L associado ao laser He-Ne também foi efetivo na
inativacdo das demais espécies de Candida, no entanto, essas se
mostraram menos susceptiveis a terapia em relacdo a C. albicans. Os
autores concluiram que a PDT foi efetiva na inativacédo de Candida spp.
quando uma fonte de luz de laser de baixa poténcia foi associada a varios
FSs.

Com base em dados cientificos publicados na literatura,

Wainwright®®

em 1998, apresentou os fotossensibilizadores disponiveis
para a realizacdo da PDT antimicrobiana. De acordo com o autor, a
grande utilizagdo das porfirinas é decorrente do seu emprego no
tratamento fotodindmico de cancer. Os derivados de hematoporfirina sdo
uma combinacdo de fotossensibilizadores oligoméricos derivados do
sangue, e foram os primeiros agentes a receberem aprovacado do FDA
(Food and Drug Administration) para aplicagdo clinica da PDT. As
porfirinas anidnicas séo efetivas para a foto-inativagcao de bactérias Gram-
positivas. Entretanto, as bactérias Gram-negativas, por apresentarem

uma parede celular mais complexa, somente sao sensibilizadas quando a
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porfirina aniénica é utilizada em associagdo a um derivado nonapeptideo
de colistina, que promove abertura de canais na membrana bacteriana.
As porfirinas também tém se mostradas efetivas para inativacdo de virus
in vitro, causando aparentemente um dano ao envelope viral. Segundo o
autor, as pesquisas realizadas até o momento ainda ndo indicam a PDT
como uma forma de tratamento em substituicio as drogas
antimicrobianas, mas sim como uma forma de se aprimorar o tratamento
de infec¢des locais devido ao menor custo e um menor tempo de
tratamento que pode ser obtido.

O objetivo do estudo de Jackson et al.?* em 1999, foi avaliar
se suspensdes de C. albicans, em forma de leveduras e hifas, poderiam
ser fotoinativadas. A PDT foi realizada por meio da utilizagdo do azul de
toluidina em associagdo com um laser de hélio-nebnio (632,8 nm). Trés
variaveis foram avaliadas: a concentragao do FS (3,12; 6,25; 12,5; 25; 50
e 100 mg/L), a dose de luz (4,2; 10,5; 21 e 42 J) e o tempo de pré-
irradiagdo. Além disso, duas cepas de C. albicans com resisténcia a
fluconazol foram submetidas a incubagéo durante 5 minutos com 25 mg/L
de azul de toluidina, e em seguida foram iluminadas com 21 J de luz. A
sobrevivéncia do fungo foi determinada pelo método da contagem de
ufc/mL. Os resultados demonstraram que as duas formas de C. albicans
foram efetivamente inativadas, no entanto, as hifas necessitaram de 12,5
mg/L de FS para que a redugéo da viabilidade ocorresse, enquanto que,
para as leveduras, foi necessaria a utilizagdo de 25 mg/L. Segundo os
autores, a maior susceptibilidade da forma de hifas foi em conseqiéncia
das alteragdes celulares ocorridas durante a conversao da forma de
leveduras para as hifas. A quantidade de reducdo obtida, para as duas
formas, foi dependente da dose de luz aplicada, sendo que a aplicagao de
42 J promoveu as maiores taxas de inativagdo. A aplicacéo de diferentes
tempos de pré-irradiacédo néo afetou a efetividade da PDT para a forma
de hifa, mas para a forma de levedura, o periodo ideal de incubacao foi de

5 minutos. Como a conversao da forma de levedura para a forma de hifa
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€ responsavel pelo desenvolvimento de infecgdes por C. albicans, os
autores sugeriram que a eliminagcéo das hifas por meio da PDT pode ser
uma possivel modalidade de tratamento para a candidose. Além disso, as
duas cepas de C. albicans resistentes a fluconazol avaliadas foram
inativadas pela PDT, no entanto, a reducao obtida foi menor em relagao
aos resultados dos experimentos anteriores.

Bonnett, Martinez® em 2001, fizeram uma revisdao de
literatura sobre fotodegradagédo dos fotossensibilizadores de primeira e
segunda geracado utilizados em PDT. Ha muitos estudos sobre
fotodegradacao dos FSs utilizados em PDT, particularmente estudos que
medem a perda de absorbancia ou a perda de fluorescéncia. A
forodegradagédo tem sido observada ocorrer nos FSs, em algumas
situagbes nas quais altas doses de luz sdo aplicadas, os tecidos séo
destituidos de oxigénio, e a desfragmentacao da luz liberada pode trazer
algumas desvantagens. De acordo com os autores, a maioria dos
processos de fotodegradacdo sdo oxidativos e ha evidéncias de que
envolva a producéo de oxigénio singlete. Parece que FSs com moléculas
aromaticas grandes, tendem a formar agregados sob determinadas
condigdes. A formacdo de agregados faz com que o FS tenha baixo
rendimento quéantico de formacao de oxigénio singlete, diminuindo assim
sua efetividade na PDT. Entretanto, eles sao mais resistentes a
fotodegradacdo e menos fluorescentes. A adicdo de substancias
surfactantes aos FSs geralmente aumenta a fotodegradacdo dos
mesmos, uma vez que essas substancias promovem desagregagao em
meio aquoso. Embora aja varios estudos sobre fotodegradagéo de FSs,
os autores comentam que esses estudos sao relativamente complicados,
e os resultados publicados freqiientemente inconsistentes.

Chandra et al.™ em 2001, verificaram a formagdo de
biofilmes de C. albicans e de Saccharomyces cerevisae sobre corpos de
prova de metilmetacrilato e de silicone. Para isso, foram utilizadas cepas

padrao e isoladas da cavidade bucal de pacientes, as quais foram
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inoculadas nesses corpos de prova. Foram utilizadas técnicas para
verificacdo do numero de células pela reducao de tetrazolium e pelo peso
seco dos materiais. Além disso, foi avaliada a atividade metabdlica, por
meio de corantes fluorescentes e microscopia confocal a laser. Os
autores também avaliaram a susceptibilidade dos micro-organismos a
diferentes concentragdes (0,5 a 256 mg/mL) de fluconazol, anfotericina B,
nistatina e clorexidina. Os autores observaram que as leveduras aderidas
sdo transformadas em comunidades celulares bem definidas, inseridas
em uma matriz de polissacarideos. Os biofilmes constituiram um nicho de
protecao contra a terapia com antifungicos, podendo criar uma fonte para
infecgbes refratarias. Além disso, a observacao de biofilmes por
microscopia de fluorescéncia e confocal de varredura a laser demonstrou
que os biofilmes de C. albicans sado altamente heterogéneos, sendo
compostos de elementos celulares e nao celulares. Em ambos os
modelos, a resisténcia antifungica das células aumentou com o
desenvolvimento do biofilme. O biofime formado sobre o silicone
apresentou camadas internas formadas por densos aglomerados de
leveduras, das quais partiram prolongamentos miceliais (hifas) que
atravessaram um revestimento externo de polissacarideos. Com a
remog¢ao mecanica do biofilme, por meio de enxaglie ou raspagem, ainda
permaneceram as células basais leveduriformes aderidas ao material de
susbtrato. Ao contrario da C. albicans, S. cerevisae nao apresentou
capacidade de formar biofilme maduro, embora também tenha aderido as
superficies protéticas. Os resultados obtidos pelos autores permitiram,
segundo eles, a identificagdo de bases para investigagcbes dos
mecanismos moleculares da biologia de biofimes de C. albicans,
envolvidos na resisténcia antifungica e forneceram meios para o
desenvolvimento de novas terapias para infec¢cbes provocadas por
biofilmes.

A fotoinativacdo de micro-organismos cutaneos foi objeto de

estudo de Zeina et al.’® em 2001. Suspensbes celulares de
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Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Streptococcus pyogenes,
Corynebacterium minutissimum, Propionibacterium acnes e C. albicans,
foram pipetadas em placas de Petri para a realizagdo dos experimentos.
A fotossensibilizagdo das amostras foi realizada com 1 mL do corante
azul de metileno, a 100 mg/L. Um projetor de slides foi utilizado como
fonte de luz policromatica, e a iluminagédo das amostras foi realizada sob
intensidades de luz que variaram de 1,6 a 42 mW/cmz, dependendo da
distancia entre o aparelho de luz e a amostra iluminada. A aplicagdo da
luz foi realizada durante periodos de 10 a 60 minutos, sendo que a cada
10 minutos transcorridos, uma aliquota de 1 mL foi removida da placa de
Petri, diluida e plaqueada em meio de cultura especifico. A analise de
regresséao foi utilizada para o célculo da quantidade de reducao de todas
as espécies testadas. Além disso, foram obtidos “valores-D”,
correspondentes ao tempo minimo de exposicdo necessario para
promover uma reducdo na contagem de colbnias viaveis. Foi
demonstrado que os valores-D obtidos para cada micro-organismos foram
distintos, sendo que a C. albicans mostrou o maior valor em comparagao
com as bactérias (a iluminagéo por 660 segundos reduziu apenas 0,09 log
ufc/mL). Tal fato foi atribuido ao maior tamanho/volume da célula da C.
albicans, que é cerca de 25-50 vezes maior do que as células das
bactérias testadas. Além disso, a presenga da membrana nuclear nos
seres eucariontes, como os fungos, pode representar uma barreira
adicional a penetragcao do FS, tornando a C. albicans mais resistente a
PDT em relagéo as bactérias.

O objetivo do estudo de Strakhovskaya et al.** em 2002, foi
avaliar a eficiéncia do fotossensibilizador photodithazine (PDZ), uma
substancia derivada de clorina, e estudar o seu efeito na inativacdo de
Candida guilliermondii por meio de luz visivel. Para tanto uma suspensao
celular de C. guilliermondii foi obtida em uma concentragdo de 2X10’
Ufc/ml e mantida no interior de uma cubeta de aproximadamente 1 cm de

didmetro sob temperatura controlada (22°C) e irradiada com luz visivel de
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comprimento de onda em torno de 380 nm. A suspensao foi mantida a
uma distancia de 15 cm da lampada. Imediatamente apds a iluminacgao,
aliquotas da suspenséao foram transferidas para um eletrodo de oxigénio
Clark-type o qual esteve sob temperatura controlada (22°C) para que os
niveis de consumo de oxigénio fossem medidos. A mesma suspensao foi
utilizada para o preparo de diluicdes seriadas para contagem de células
viaveis. De acordo com os autores os resultados mostraram que apenas
37% de C. guilliermondii sobreviveu na presenca de 2uM de clorina eg, €
que a eficiéncia de fotossensibilizagdo com a mesma concentragao para a
PDZ foi 25% maior do que em relacao a clorina eg (pura). Isso pode estar
relacionado a melhor solubilidade de PDZ em agua e consequentemente
ao menor grau de agregacao de moléculas de PDZ em solugdo aquosa.
Quando a concentracdo de PDZ aumentou para 20uM a eficiéncia da
fotossensibilizagdo aumentou mais de 25 vezes. Os autores concluiram
entdo, a substdncia PDZ é um fotossensibilizador promissor com
atividade antifungica elevada.

Soukos et al.*

em 2003, avaliou a fotodestruicdo de placa
bacteriana dental humana em modelo de biofilme oral associado a ondas
fotomecanicas. Os autores relatam que a doenca periodontal é resultante
do acumulo de biofilme bacteriano subgengival sobre as superficies
dentarias. Ha uma reduzida susceptibilidade desses biofilmes aos
antimicrobianos por razdes que ainda nao estdo elucidadas. Dessa
maneira investigou-se o efeito fotodindmico de um conjugado entre o
fotossensibilizador (Fs) clorina es (ceg) € uma poly-.-lysine (pL) com 5
residuos de lisina na placa bacteriana dental humana como & conhecido
no biofilme oral das espécies de Actinomyces naeslundii apds exposi¢cao
a ondas fotomecanicas geradas por um laser (662 nm) na presenca do
conjugado. Amostras de placa subgengival de 12 pacientes com
periodontite crénica foram obtidas e colocadas em um eppendorf com
5mL de solugdo Ringer pré-reduzida anaerobicamente e esterilizada. As

suspensdes foram incubadas no escuro em temperatura ambiente por 5
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minutos com 5 yM do conjugado pL-ces. Em seguida foram centrifugadas
e lavadas uma vez em PBS estéril. A partir disso as amostras foram
divididas em 3 grupos: grupo 1 apenas com suspensao celular; grupo 2
adicionou-se 1ml de PBS a suspenséo celular e para o grupo 3 adicionou-
se 80% de PBS e 20% de EDTA a suspensao. Cada grupo era constituido
de 4 amostras. Para a realizagdo da PDT as amostras foram colocadas
em placas de Wells de 24 orificios e entdo as mesmas foram expostas a
luz vermelha (15 J/cm?). Adicionalmente, biofilmes de A. naeslundii,
formados em esmalte bovino, também foram expostos as ondas
fotomecénicas por 15 minutos com 5 pM do conjugado pL-ces, A
profundidade de penetracdo do conjugado foi medida por meio de um
microscépio confocal. Em ambos os casos, apds a iluminacgéo diluices
seriadas foram preparadas e aliquotas de 100uL foram removidas
colocadas em placas com Agar sangue. Fracbes de sobrevivéncia foram
calculadas pela contagem de colbnias bacterianas. De acordo com os
resultados obtidos nesse estudo, o grupo submetido a PDT demonstrou
90% de morte celular de placa bacteriana dental humana. Os autores
concluiram que as ondas fotomecénicas juntamente com a PDT podem
ser uma arma com grande potencial para fotodestruicdo de placa dental
no tratamento de doencga periodontal destrutiva crénica.

Bliss et al.” em 2004, avaliaram a susceptibilidade de cepas
de C. albicans, C. krusei e C. glabrata a PDT mediada pelo Photofrin®.
Neste estudo, suspensdes celulares das trés espécies avaliadas foram
transferidas para cavidades de uma placa de 96 orificios, incubadas por
30 minutos com o FS, em concentragdes variando de 0,01 a 10 mg/L, e
iluminadas com uma lampada de arco (mercurio) durante 10 minutos a 15
mW/cm? (9 J/cm?). A sobrevivéncia dos micro-organismos foi verificada
por meio do teste de viabilidade celular (XTT). Adicionalmente, foram
realizadas analises em microscopia de fluorescéncia e confocal, para a
verificagdo da captagédo do FS pelas células fungicas. O controle foi

constituido de suspensdes de Candida spp. associadas tanto a solugao
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salina como ao Photofrin® (suspensées n&o iluminadas). Os experimentos
foram realizados em triplicatas e as comparacgbes da efetividade da PDT
em relagdo as diferentes espécies avaliadas foram feitas com Analise de
Variancia. Os autores demonstraram que, a C. albicans foi a espécie mais
susceptivel a PDT, seguida da C. krusei e C. glabrata. Apés a irradiagéo,
foram obtidas altas porcentagens de reducéo da viabilidade celular, mais
de 50%, com a utilizagdo de apenas 1 mg/L do Photofrin® para a C.
albicans e C. krusei, sendo que o FS a 10 mg/L reduziu em cerca de 80 %
a viabilidade dessas duas espécies. Para a C. glabrata, no entanto, a
utilizacdo de 10 mg/L do Photofrin® promoveu baixas porcentagens de
reducéo, cerca de 30%. As imagens obtidas nas analises microscépicas
demonstraram fluorescéncia quando o FS foi efetivamente captado para o
interior da célula fungica. A fluorescéncia foi detectada na presenca de 10
mg/L de Photofrin® em todas as espécies, porém, para a C. glabrata, a
quantidade de fluorescéncia foi minima. Os autores concluiram que a
captacdo do FS para o interior da célula esta diretamente relacionada
com a efetividade da PDT, e que a C. glabrata apresenta uma menor
susceptibilidade a inativacao fotodindmica, em comparagédo com as outras
espécies avaliadas.

Chabrier-Rosellé et al.® em 2005, avaliaram
parametros da acéo fotodindAmica mediada pelo Photofrin® em C. albicans.
O cultivo de C. albicans foi realizado em tubo germinativo e em biofilmes
de 24 horas. As amostras foram incubadas com Photofrin® 10 mg/L por 1
e 5 minutos e, em seguida, irradiadas com uma lampada de mercurio de
400 a 700 nm, numa fluéncia de 15 mW/cm? (0,9 J/cm? por minuto de
irradiagéo). Amostras deixadas no escuro (nao irradiadas) foram utilizadas
como controle. A atividade metabdlica do micro-organismos foi avaliada
pelo teste XTT. Tubos germinativos de C. albicans foram observados em
microscopia de fluorescéncia a fim de se avaliar a captagao do Photofrin®
pela célula. Para avaliar a resposta adaptativa do micro-organismos a

injuria oxidativa, tubos germinativos foram submetidos repetidamente a
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tratamentos com H,O, (primeiramente numa concentragcédo subletal de 1
mM e posteriormente em concentragbes toxicas variadas entre 50 e 100
mM), PDT (Photofrin numa concentragdo subtoxica de 0,5 mg/L
associada & irradiagdo de 9 J/cm?, seguida por novas irradiacdes com
concentragdes do fotossensibilizador entre 1 e 10 mg/L) ou associagao de
ambos os tratamentos. Adicionalmente, amostras de biofilmes submetidas
a PDT (10 mg/L de Photofrin, seguida por 30 minutos de incubacao e
irradiacéo de 18 Jicm?) foram comparadas com amostras tratadas com
anfotericina B 10 mg/L. Todos os procedimentos foram realizados em
duplicatas e repetidos trés vezes. A analise estatistica foi realizada com o
teste t de Student. Os resultados obtidos com as amostras de tubo
germinativo demonstraram que a PDT utilizando ambos os tempos de
incubacédo de 1 e 5 minutos com o FS promoveu a completa eliminagcao
da atividade metabdlica do micro-organismo. A microscopia de
fluorescéncia revelou captura uniforme de Photofrin® pelos organismos
ap6s 5 minutos. Foi verificada resisténcia na resposta adaptativa do
micro-organismos tratado repetidamente com H;0,. No entanto, nao
houve resisténcia quando amostras foram submetidas repetidamente a
PDT ou quando essa foi associada ao tratamento com H,O,. Com relagao
as amostras em biofilme, a irradiacdo das amostras sensibilizadas pelo
Photofrin® resultou em redugao significativa da atividade metabolica de C.
albicans. Além disso, a diminuicdo da atividade metabdlica do micro-
organismos submetido a fototerapia foi significativa em relagcdo as
amostras tratadas com anfotericina B. Os autores concluiram que a PDT é
uma alternativa segura como modalidade terapéutica para a inativagao
microbiana, pois o0 desenvolvimento de resisténcia aos efeitos
fotodindmicos é improvavel.

Demidova, Hamblin'®, em 2005, compararam a efetividade
da PDT na inativacdo de suspensbes das bactérias Escherichia coli
(gram-negativo) e S. aureus (gram-positivo), e do fungo C. albicans, em

concentracdes celulares de 10%-107, 10°-10” e 108-10° respectivamente. A
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foto-inativacao foi testada com a utilizacdo dos FSs rose bengal, azul de
toluidina e conjugado de poli-lisina, em varias concentra¢des, associados
a uma fonte de luz ndo coerente, composta de pacotes de fibras
intercambiaveis. Inicialmente, as suspensdes celulares dos trés micro-
organismos foram obtidas por meio do crescimento overnight a 37°C, em
meios de cultura especificos, seguido da centrifugacéo e ressuspensao
das células em solugcao tamponada. As suspensbes celulares, foram
incubadas em ambiente escuro com os FSs em diferentes concentragbes
durante 20 minutos, e em seguida, aliquotas de 200uL foram transferidas
para uma placa de 96 orificios, e a iluminagao realizada com doses de luz
que variaram de 0 a 200 J/cm?. As amostras foram iluminadas com e sem
a remocgéo do excesso do agente. Foram obtidas diluigbes seriadas de
cada amostra, seguidas do plaqueamento, incubacgéo overnight a 37°C, e
obtencao do numero de ufc/mL. Além disso, ap6s a incubacgao, aliquotas
adicionais foram utilizadas com o objetivo de verificar se os FSs testados
permanecem somente ligados a membrana celular dos micro-organismos
ou se a captacédo para o interior da célula ocorreu. Os dados obtidos
foram analisados por meio do teste t Student. Os resultados
demonstraram que a concentracdo celular das suspensdes de micro-
organismos afetou a efetividade de todos os FSs testados, ou seja,
quanto maior a concentragdo celular presente na suspensédo, uma maior
concentracdo de FS foi requerida. O Conjugado de poli-lisina foi o FS
mais efetivo para promover a fotossensibilizagcdo das bactérias e do
fungo. A susceptibilidade dos trés micro-organismos variou em
decorréncia do micro-organismos avaliado, sendo que a C. albicans
mostrou-se mais resistente a PDT em comparagdo com as bactérias. Os
autores concluiram que, por possuir um tamanho 10 a 50 vezes maior que
a célula bacteriana, a célula fungica necessita de uma maior quantidade
de oxigénio singlete para que sua inativagédo ocorra. Além disso, a C.
albicans é um ser eucarionte e a presenga da membrana nuclear poderia

atuar como uma barreira adicional para a penetragao do FS.
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Lambrechts et al.>°

em 2005, realizaram um estudo para a
avaliacdo dos mecanismos de inativacado celular da PDT mediada por
uma porfirina catidbnica. Foram obtidas suspensdes celulares de C.
albicans nas concentracdes de 10° e 10’ células/mL. Em seguida, essas
suspensdes foram incubadas com a porfirina catibnica TriP [4], na
concentracédo de 25 uM, durante 1, 15 ou 30 minutos. Aliquotas de 1 mL
das suspensdes foram transferidas para um placa de orificios e
iluminadas com uma lampada halégena de intensidade de 30 mW/cm?.
Suspensodes incubadas durante 30 minutos também foram lavadas duas
vezes e em seguida iluminadas, para que fosse possivel a distingéo entre
o efeito da porfirina em solugéo, do efeito causado pela porfirina que ficou
ligada as células. A sobrevivéncia do fungo foi verificada pelo método da
contagem de colbnias viaveis, e foi expressa como uma porcentagem
relativa ao observado em suspensbes controles. Os resultados
demonstraram que a sobrevivéncia do fungo foi reduzida gradativamente
com o aumento da dose de luz. A aplicagcdo de 12,6 Jicm? promoveu a
completa eliminagédo do micro-organismos. As analises realizadas para a
avaliagédo do mecanismo de acgéo da porfirina catidnica foram: analise do
espectro de absorcao do FS, microscopia de fluorescéncia, microscopia
confocal e técnica de fratura por congelamento associada a microscopia
eletrébnica. Essas analises demonstraram que, ap6s a incubacéo das
suspensdes com o FS , esse foi capaz de se ligar a parede celular da C.
albicans, previamente a exposi¢do luminosa. Durante a iluminacéo,
ocorreram danos na membrana celular, que se tornou mais permeavel a
entrada do FS. Apds o influxo do FS para o interior da célula, organelas
intracelulares também foram atingidas pelos processos fotodindamicos. O
aumento no tempo de incubagdo ndo alterou a quantidade de FS que
entrou na célula previamente a iluminagdo, nem tao pouco a efetividade
da PDT. Os autores concluiram que a C. albicans péde ser inativada pela
porfirina catiénica, e a membrana citoplasmatica foi a principal organela

atingida no processo de inativagao celular.
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.3° em 2005, foi avaliar o

O objetivo do estudo de Paulino et a
efeito da PDT sobre cepas de S. mutans e fibroblastos, utilizando
diferentes concentragbes do FS rose bengal (0-50 pL), associando um
fotopolimerizador com diferentes tempos de exposi¢gao de luz (0-40 s).
Segundo os autores, o fotopolimerizador apresentava as seguintes
caracteristicas: 350-500 mJ/cm? de poténcia e 400-500 nm de
comprimento de onda. Apds a realizagdo dos procedimentos relativos ao
cultivo para obtencdo do crescimento tanto do S. mutans como dos
fibroblastos, foram, entéo, verificados os efeitos citotoxicos da PDT sobre
estas células na presenca e auséncia de luz. Os resultados
microbiolégicos foram obtidos pela contagem das colbnias (ufc/mL). A
viabilidade celular dos fibroblastos foi avaliada em cadmara de Neubauer
pelo teste de exclusédo Trypan Blue. Pelos resultados foi observado que a
aplicagéo isolada da luz ndo promoveu efeitos toxicos, mas o FS
demonstrou toxicidade para as células testadas em concentragdes acima
de 2,5 uyM. Sob a exposicéo de luz e concentragdes do fotossensibilizante
acima de 0,5 pM houve completa eliminacao de S. mutans, e essa mesma
condigao experimental ndo ocasionou qualquer efeito citotoxico sobre os
fibroblastos. Dessa forma, os autores afirmaram que a foto-ativagdo do FS
Rose bengal pelo uso de HHP inativou a bactéria selecionada para este
estudo sem afetar a viabilidade de fibroblastos.

O estudo de Zanin et al.*®®

em 2005, teve por objetivo avaliar
o efeito da associagao do azul de orto-toluidina — TBO (100 mg/L) a uma
luz LED vermelha (620-660 nm) ou a um laser de He-Ne (632,8 nm) sobre
biofilmes de S. mutans crescidos em um fermentador de espessura e
fluxo continuos (CDFF). A utilizacdo do CDFF possibilitou a simulacao da
formacgéo da pelicula adquirida e o crescimento dos biofilmes, a partir de
culturas simples de S. mutans sobre discos de hidroxiapatita (HA), em
local constantemente banhado por saliva artificial. Os biofilmes foram
crescidos sob suplementacdo de 2% de sacarose. Na aplicagéo da PDT,

os discos de HA contendo os biofilmes foram removidos do CDFF apés 3,
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7 e 10 dias, e 25 pL de TBO foi adicionado em cada biofilme e deixado no
escuro durante 5 min. Apo6s este periodo, os biofilmes foram expostos por
5, 15 e 30 minutos ao laser He-Ne ou a luz do LED, sendo a mesma
poténcia de 32 mW utilizada por ambos aparelhos, e a dose de energia
para os diferentes tempos de irradiagdo correspondeu a 49, 147 e 294
Jicm?, respectivamente. Os resultados deste estudo demonstraram
reducédo significativa nas contagens das bactérias presentes em biofilmes
de S. mutans ap6s a realizagdo da PDT. Nao foram observadas
diferencas significativas no efeito antimicrobiano promovido quando o
laser de He-Ne ou a luz LED foram utilizados. Em ambos os casos, o FS
utilizado foi o TBO na concentracao de 100 mg/L, e, tanto a sensibilizagéo
dos biofilmes na auséncia da luz, como a irradiacédo dos biofilmes na
auséncia do corante, ndo demonstraram efeito antimicrobiano sobre os
biofilmes testados. Além disso, a microscopia confocal demonstrou que a
inativacédo das bactérias promovida pela PDT ocorreu predominantemente
nas camadas externas dos biofilmes e que os biofilmes mais velhos foram
menos susceptiveis a essa terapia. Outro ponto importante a se ressaltar
€ que a luz LED vermelha apresentou efeito antimicrobiano semelhante
ao obtido pelo laser de He-Ne. Assim, considerando o surgimento
crescente de bactérias resistentes aos antibiéticos, a PDT surge como
uma terapia antimicrobiana alternativa para o tratamento e/ou prevencgéo
de doencgas como carie dental.

Jori et al.?’ publicaram em 2006, uma revis&o de literatura
baseada nos principios de acgédo e aplicagdes da PDT na inativagao
microbiolégica. Segundo os autores, apesar da PDT ser atualmente
empregada no tratamento de neoplasias, o primeiro relato da utilizagéo
desta terapia foi na area microbiologica, em 1900. No entanto, o potencial
da PDT no tratamento de infecgbes ficou por muitos anos, inexplorado.
Atualmente, com a emergéncia de doengas infecciosas resistentes aos
tratamentos  convencionais, muitos estudos tém buscado o

desenvolvimento de alternativas terapéuticas para a inativagado de micro-
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organismos patogénicos. A PDT parece oferecer muitas vantagens para o
tratamento de infec¢des originadas por micro-organismos, tais como um
amplo espectro de agao, a inativagdo de micro-organismos resistentes e o
baixo potencial mutagénico nas células expostas. A PDT tem se mostrado
capaz de promover atividades citotdxicas contra uma grande variedade de
bactérias, fungos e protozoarios. No entanto, a foto-inativacdo de fungos
parece ser mais dificil de ser atingida, devido ao maior tamanho celular
desses micro-organismos, que exige uma maior quantidade de oxigénio
singlete para que a inativacdo celular ocorra, em comparagdo com
bactérias. Particularmente no caso da candidose, a aplicagao topica de
FS associdada a luz para a inativacao microbiolégica parece oferecer um
importante avangco para o tratamento de pacientes imunodebilitados,
como os HIV positivos. A utilizagdo de porfirinas tem se mostrado efetiva
para a fotossensibilizagdo da C. albicans, e promove a inativacdo do
fungo apds a iluminagdo com luz visivel. A PDT também representa uma
modalidade terapéutica potencialmente aplicavel para o tratamento de
doencgas periodontais e caries. No entanto, s&o encontrados poucos
estudos in vivo que utilizam esse método terapéutico para o tratamento de
infeccbes e assim, a aplicacao clinica da PDT antimicrobiana ainda esta
em desenvolvimento.

O objetivo do estudo de Souza et al.*” em 20086, foi avaliar a
viabilidade de diferentes espécies de Candida apds a fotossensibilizagdo
com azul de metileno (100mg/L), e iluminagdo com um laser diodo (685
nm; 28 J/cmz). Suspensbes celulares de C. albicans, C. dubliniensis, C.
krusei e C. tropicalis, contendo 10° células por mL, foram submetidas as
seguintes condi¢cdes experimentais: aplicacdo de FS seguida de
iluminagdo com laser, somente aplicacao de FS, somente iluminagédo com
laser, e aplicagcédo de nenhum tratamento (controle). Para avaliagdo da
viabilidade celular ap6s a PDT, os autores utilizaram o método da
contagem das ufc/mL. Para isso, apés a execugdo dos experimentos,

diluigdes seriadas de cada amostra (102 e 10®) , foram plaqueadas em
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meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar, e as placas foram incubadas
por 48 horas. Os dados obtidos foram submetidos ao teste ANOVA e
teste de Tukey. Foi demonstrado que a iluminagdo com laser, na
presenca de Azul de metileno, reduziu o numero de ufc/mL em 88,6%
para C. albicans, 84,8% para C. dubliniensis, 91,6% para a C. krusei e
82,3% para a C. tropicalis. Também foi observado que a utilizagdo do FS
ou da luz, isoladamente, nao causaram redugdes significativas no numero
de ufc/mL das amostras, exceto para a C. tropicalis. Os autores
concluiram que a fotoativacdo do azul de metileno pela luz vermelha do
laser promoveu um efeito fungicida sobre as células de todas as espécies
avaliadas.

No estudo conduzido por Tegos et al.°’ em 20086, os autores
avaliaram o fotossensibilizador policatibnico conjugado entre os
compostos polyethyleneimine (PEI) e clorina (es) na inativagao
antimicrobiana de fungos e bactérias. Os autores consideram que as
estruturas moleculares policatibnicas aumentam a penetracédo do FS em
células gram-negativas. Para a realizagdo deste experimento preparou-se
conjugados policatiénicos entre entre clorina (es) e 3 formas moleculares
de PEI: PEIl-ce6 lin, PEl-ce6 LMW e PEI-ce6 HMW. Os conjugados foram
caracterizados por cromatografia liquida de alta pressao, e foram testados
segundo sua habilidade em inativar micro-organismos patogénicos, como
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes (gram-positivas),
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa (gram-negativa), e Candida
albicans, apds exposicdo a baixos niveis de luz. Previamente ao
experimento, suspensdes celulares foram preparadas, lavadas,
centrifugadas e ressuspendidas em 3,5 mL de PBS. (10%células/mL para
bactérias e 10’células/mL para C. albicans). Tais suspensdes foram
incubadas com 1 ou 10 yM de FS no escuro por 10 minutos em
temperatura ambiente. As células que foram incubadas sem FS para
promover os valores de Ufc foram consideradas controles. De acordo com

os resultados, a molécula PEIl-ce6 HMW foi efetiva na inativacdo de todos
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0s micro-organismos avaliados, enquanto que o conjugado PEI-ce6 lin foi
efetivo apenas na inativagdo de bactérias gram-positivas e C. albicans.
Dessa maneira, concluiu-se que esses conjugados podem ser
considerados eficientes FS, podendo ser utilizados em PDT.

A fotodegradagédo de trés diferentes fotossensibilizadores
(Fs) derivados de clorina foi avaliada por Ferreira et al.”® em 2008. Os
autores avaliaram a degradacdo do fotossensibilizador por meio das
mudancgas do espectro de fluorescéncia durante a iluminacdo. A taxa de
variagao de fluorescéncia foi normalizada para a absor¢ao da solugéo e a
energia do foton resultante na determinacédo do numero necessario de
fétons a ser absorvido para induzir a degradag¢éo do fotossensibilizador.
Para tanto trés Fs derivados de clorina foram utilizados: Photoditazine®,
Radaclorin® e Foscan®. Os parametros para obtencdo dos valores de
deterioragdo das moléculas, valores de fluéncia dos fétons e propriedades
opticas da solugao permitiu determinar a estabilidade do Fs em solucao
durante a iluminagdo. Segundo os autores os resultados demonstraram
em ordem de susceptibilidade a fotodegradacdo que Radaclorin® <
Photoditazine® < Foscan®. A diferencga na fotodegradacéo para o Foscan
pode ser explicada pela alta proporcédo de agregados em solugcdo que
inibe o processo foto-oxidativo e impede a formagcao do oxigénio singlete.
Os autores hipotetizaram que houve uma correlagdo entre a
fotodegradacdo e a eficacia fotodindmica dos Fs que é dirigida pela
formacado de oxigénio singlete responsavel pela maioria das reacdes
relevantes na indugéo fotodindmica de morte celular. Dessa maneira os
autores concluiram que a fotodegradacdao assim como a eficacia
fotodindmica estao fortemente correlacionada em relagcéo a concentragéo
de oxigénio presente no tecido tecido.

Dovigo et al.?? em 2009, avaliaram a efetividade da PDT na
inativacdo de suspensdes celulares e biofiimes de C. albicans e C.
glabrata, ATCC e resistente a fluconazol, por meio da utilizagdo do FS

Photogem® e da iluminagdo com LEDs de comprimento de onda azul (455
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nm). A solucao estoque de Photogem® foi preparada sendo dissolvida em
salina estéril e mantida no escuro até o momento de sua utilizagcdo. As
suspensdes celulares de cada cepa de Candida foram tratadas com 5
concentragdes de Photogem® e expostas a 4 tempos de iluminagéo (14,
24, 34 ou 50 minutos) segundo a dose de luz aplicada. Para avaliagédo da
viabilidade celular ap6s a PDT, os autores utilizaram o método da
contagem das ufc/mL. Para isso, ap0s a execugédo dos experimentos,
diluigdes seriadas de cada amostra (102 e 107°), foram plaqueadas em
meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar, e as placas foram incubadas
por 48 horas. Com relacdo aos biofilmes, os mesmos foram cultivados
sobre um filtro de membrana de celulose e tratados com 25mg/L de
Photogem® e iluminados por 37,5 Jicm?. Os autores observaram que os
biofilmes tiveram sua estrutura rompida, ja as suspensdes plancténicas de
cepas de Candida resistentes a fluconazol foram totalmente inativadas
ap6s a PDT. Os resultados revelaram que as cepas resistentes a
fluconazol apresentaram menor susceptibilidade a PDT, em comparagao
com as cepas ATCC, e que os biofilmes foram mais resistentes a terapia
em relagdo as suspensdes celulares.

Em um editorial da revista Photodiagnosis and
Photodynamic Therapy”, em 2009, varios autores escreveram um artigo
sobre a origem e algumas propriedades dos fotossensibilizadores
derivados da clorina eg. Dentre essas substancias estavam Photolon,
Radachlorin e Photoditazine. De acordo com o levantamento feito pelos
autores, as clorinas contém magnésio e sdo chamadas de “chlorophylls”,
e séo os pigmentos fotossensiveis presentes nos cloroplastos da maioria
das plantas, algas e cianobactérias. Assim, as clorinas foram introduzidas
em 1980 como fotossensibilizadores potenciais para PDT e desde entdo
seus derivados tém sido desenvolvidos. Segundo os autores, o
radachlorin e photodithazine ndo s6 aumentaram a eficacia como também
diminuiram  efeitos adversos quando comparados com 0s

fotossensibilizadores de primeira geragdo. Sua maior eficiéncia foi
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comprovada inativando células tumorais, absorvendo maiores
comprimentos de onda (400 — 670 nm) e sendo eliminados do organismo
rapidamente (por volta de 2 dias). Photodithazine é uma mistura de
clorina Ce6 (60%), clorina p6, e purpurinas 7 e 18, além disso & soluvel
em agua, o que lhe confere boa estabilidade quando armazenada. Os
autores concluiram que de maneira geral, os fotossensibilizadores acima
citados possuem baixa toxicidade, alta seletividade além de alta
fototoxicidade sendo muito promissor o seu uso na terapia fotodinamica.
O efeito antimicrobiano da terapia fotodinamica utilizando
uma clorina eg pura como FS e uma luz laser foi avaliado por Park et al.*°
em 2010. Nesse estudo os autores avaliaram o efeito da PDT na
inativacdo de Staphilococcus aureos, Pseuddémonas aeruginosa,
Escherichia coli e Salmonela typhimurium. Os autores avaliaram a
viabilidade bacteriana, quantificagdo das unidades formadoras de coldnia
assim como halo de inibicdo das mesmas. Os resultados demonstraram
que a PDT mediada por meio da clorina na foi muito efetiva na inibicao do
crescimento de S. aureos e P. aeruginosa, mas foi dependente da dose
de luz e da concentracdo do FS. O numero de bactérias viaveis diminuiu
significativamente apds a aplicacdo da PDT com a utilizagdo de 10uM de
FS e uma dose de luz de 20J/cm?* Essa terapia também inibiu
parcialmente a formacao de colbnias para E. coli e S. typhimurium. Esses
resultados mostraram que a PDT mediada pela clorina es pode ser uma

alternativa promissora para o tratamento antimicrobiano.

2.3 PDT in vivo

A inativacdo de C. albicans in vivo foi avaliada no estudo

1.2 em 2002. Os autores verificaram a

conduzido por Teichert et a
susceptibilidade de C. albicans presente em linguas de camundongos, por
meio da utilizacdo do azul de metileno como FS. Setenta e cinco

camundongos com severa imunodeficiéncia receberam inoculagéo
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durante quatro semanas de uma cepa clinica de C. albicans azol-
resistente. Previamente a aplicacdo da PDT, os animais foram
anestesiados e foi realizada uma coleta, por meio de swab, para a
determinacdo do numero de ufc/mL presentes na lingua dos animais. Em
seguida, os animais foram divididos em grupos de acordo com a
concentracédo de FS aplicado topicamente (250, 275, 300, 350, 400, 450
ou 500 pg/L). Apds 10 minutos de incubacgao, a lingua foi exposta a luz de
um aparelho de laser diodo (664 nm), durante 684,5 segundos, 0 que
correspondeu a uma dose de 275 Jicm?. Ao final da iluminagdo, foi
realizada uma nova coleta da lingua e os animais foram sacrificados. Os
grupos controle corresponderam a animais nao inoculados que foram
expostos ao laser e animais inoculados com C. albicans que nao
receberam nenhum tratamento, além de animais inoculados que
receberam somente o FS ou somente luz. Os resultados demonstraram
que nao houve diferenca significante entre os quatro grupos controle. Nos
grupos experimentais, foi observada, independente da concentracéo de
FS utilizada, uma diminuicdo no numero de colbnias viaveis por mL, apds
a exposicao a luz do laser. Apesar disso, somente as concentragbes de
450 e 500 pg/L eliminaram totalmente o micro-organismos da cavidade
bucal dos animais ap6s a ativagéo por luz.

Em um estudo conduzido por Maver-Biscanin et al.** em
2004, os atores avaliaram o efeito fungicida da irradiagéo por laser em
pacientes com estomatite protética (EP). Para isso, foram selecionados
70 pacientes com evidéncias clinicas de EP que utilizavam proteses
superiores. Dos 70 individuos, 49 eram do sexo feminino, com idade
média de 65 anos. Os pacientes foram divididos de acordo com o
tratamento que receberam em 4 grupos, sendo o primeiro no qual os
individuos foram submetidos a irradiagcdo por laser com 685nm de
comprimento de onda por 10 minutos (30mW), no segundo, receberam
irradiacdo com 830nm de comprimento de onda por 5 minutos (60mW).

Para esses dois tratamentos, o aparelho de laser foi utilizado a uma
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fluencia de 3.0 Jicm? e foi efetuado durante 5 dias consecutivos. Com
relacdo ao terceiro grupo, foi observado efeito placebo, portanto os
pacientes n&do receberam irradiagcéo por laser (grupo controle). Ja para o
quarto grupo, os individuos tiveram o tratamento de mucosa palatina
realizado com medicacéo antifungica gel oral e uso de solug¢ao antiséptica
para as proteses. Todos os pacientes foram instruidos a ndo mudar seus
habitos de higiene oral. O efeito da luz laser no crescimento de C.
albicans in vivo foi avaliado apds o final do tratamento por meio de um
esfregaco com swabs realizado na mucosa palatina e na base das
proteses. Esse procedimento foi realizado para todos os grupos. Tais
swabs foram entdo cultivados em placas de SDA as quais foram
incubados a 37° C por 48 horas em condigbes aerbbicas. Para a
contagem de colbnias viaveis, utilizou-se o método semi-quantitativo
proposto por Olsen no qual escores de 0 a 4 eram atribuidos dependendo
do numero de colbnias presentes, sendo 0 quando n&o havia colbnias, 1
quando houvesse de 1 a 9 colbnias, 2 para 10 a 24 col6nias, 3 quando
houvesse de 25 a 100 colbnias e 4 quando o numero de colbnias
presentes fosse maior do que 100. Segundo os autores, os resultados
demonstraram que o efeito fungicida foi observado nos pacientes tratados
com laser e nos tratados com antifungico, enquanto que para a maioria
dos pacientes do grupo placebo, ndo houve regresséo da infecgédo e nem
diminuigdo do fungo na base das préteses. Os autores concluiram que a
luz proveniente de um laser de baixa poténcia pode ser uma alternativa
promissora para o tratamento de EP.

1.3* avaliaram o efeito da

Em 2005, Maver-Biscanin et a
terapia com laser de baixa poténcia no crescimento de C. albicans em 2
pacientes com estomatite protética (EP) — Relato de caso clinico.
Segundo os autores a estomatite protética é considerada a infecgéo
fungica que mais acomete os pacientes usuarios de proteses, e que essa
condigao esta normalmente associada a presenca de C. albicans. Para

tanto, dois pacientes usuarios de proteses superiores, ambos com
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inflamacéo no palato diagnosticada como estomatite protética Tipo Il de
Newton, foram tratados com laser de baixa poténcia com diferentes
comprimentos de onda (685 e 830nm) por 5 dias consecutivos. Para os
dois pacientes, tanto a mucosa palatina quanto a base das préteses foram
irradiadas a uma distancia entre o aparelho de laser e a area irradiada de
0.5cm. A iluminacgao foi realizada em diferentes tempos, sendo 5 minutos
com 830nm a uma fluéncia de 3.0J/cm?a 60mW, e 10 minutos a 685nm a
uma fluéncia de 3.0J/cm? a 30mW. Os pacientes foram instruidos para
higienizacdo correta das préteses. O efeito do laser no crescimento
fungico in vivo foi determinado apds o final do tratamento por meio da
coleta com swabs. Tais swabs foram ent&o cultivados em placas de SDA
as quais foram incubados a 37° C por 48 horas em condi¢bes aerdbicas.
A severidade das lesbes foi determinada segundo critérios clinicos. De
acordo com os resultados, apds a aplicacdo do laser, observou-se uma
reducao no numero de células viaveis nas placas de petri, e a inflamacao
no palato diminuiu. Os autores concluiram que a iluminacdo a laser foi
efetiva para o tratamento de estomatite protética.

Um estudo que avaliou a inativagdo de C.albicans in vivo por
meio da terapia fotodinamica (PDT) foi conduzido por Junqueira et al.?®
em 2009. A PDT foi realizada com laser de comprimento de onda de 660
nm associado ao azul de metileno como fotossensibilizador (Fs). Setenta
e dois ratos foram inoculados com C. albicans para induzir candidose no
dorso da lingua de cada animal. Para a inoculagdo, a suspenséo de C.
albicans estava a uma concentragdo de 5X10® unidades formadoras de
colénias por ml (Ufcs/ml), e a mesma foi realizada por meio de swabs
previamente embebidos na suspensao celular os quais foram esfregados
em toda cavidade oral do animal. Apds 7 dias os animais foram divididos
em 4 grupos de acordo com o tratamento estabelecido: grupo 1 tratados
com laser (26 Jicm?) e azul de metileno (0,1 mg/ml); grupo 2 recebeu
apenas luz; grupo 3 foi tratado apenas com Fs e grupo 4 (controle) néo

recebeu nenhum tratamento apenas solugéo fisioloégica (NaCl a 0,85%).
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Previamente ao experimento, os animais foram anestesiados com injecao
intramuscular e o fotossensibilizador foi aplicado topicamente sobre o
dorso da lingua de cada animal com swab estéril. Apés 5 minutos de
incubacéo duas areas da lingua foram irradiadas por laser (ponta e base
da lingua). O tempo decorrido da aplicacéo de luz foi de 200 segundos.
Para verificar o efeito do Fs o mesmo foi aplicado da mesma forma que o
grupo no qual se realizou a PDT, porém sem a iluminacdo. Da mesma
maneira, para verificar o efeito da luz, o fotossensibilizador foi substituido
por solugao salina, e a iluminagéo também foi feita durante 200 segundos.
Segundo os autores, os resultados mostraram que o grupo que recebeu a
PDT exibiu menores alteragbes epiteliais e baixa resposta inflamatéria
crbnica em relagdo ao grupo controle. Por outro lado, o grupo que
recebeu apenas luz exibiu altera¢des epiteliais mais intensas assim como
maior resposta inflamatéria crbnica quando comparado aos demais
grupos. Dessa maneira, os autores concluiram que os ratos tratados com
PDT desenvolveram lesées de candidose mais discretas do que aqueles
dos demais grupos experimentais.

Em 2010 Mima et al.*® avaliaram a inativagcdo de C. albicans
em candidose induzida em camundongos por meio da terapia
fotodinamica (PDT) utilizando uma hematoporfirina, Photogem, como
fotossensibilizador (FS). A substancia fotossensibilizadora foi preparada
sendo dissolvida em salina estéril e mantida no escuro imediatamente
apo6s o preparo. Para iluminacao utilizou-se dois tipos de luz LED, azul e
vermelho com comprimentos de onda de 455nm e 630nm
respectivamente. Dessa maneira, 71 camundongos fémeas com
aproximadamente 6 semanas de vida foram imunossuprimidos com
predinisolona 100mg/Kg, e tetraciclina foi diluida na agua dos animais
para que os mesmos nao desenvolvessem nenhum outro tipo de infec¢ao
sendo a candidose. Para a inoculagao, suspensao de C. albicans ATCC
(4,5X10” unidades formadoras de coldnia-Ufc/ml) foi inoculada no interior

da cavidade oral do animal por meio de swabs previamente embebidos na
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suspensao. No quarto dia pés-inoculagado os animais foram divididos em 6
grupos de 5 cada, e 7 para o grupo controle, e a PDT foi realizada no
dorso da lingua dos camundongos com aplicagdo topica do Photogem
seguido de iluminagado. A substancia fotossensibilizadora foi aplicada nas
concentragbes de 400, 500 ou 1000 mg/L no dorso da lingua de cada
animal os quais ficaram no escuro por 20 minutos (tempo de pré-
irradiagdo). Decorrido esse periodo, realizou-se a iluminagéo por meio da
luz LED 455nm ou 630nm (305 J/cm?) durante 30 minutos. Para a
avaliagdo do efeito do FS, o mesmo foi aplicado nas mesmas
concentragcdes, pelo mesmo periodo de pré-irradiagdo e irradiagdo do
grupo PDT, porém com auséncia de luz (Total de 3 grupos). Ao grupos
que receberam apenas luz, azul ou vermelha, os mesmos foram
submetidos as doses de luz mencionadas previamente, num total de 2
grupos. O controle positivo ndo recebeu nenhum tratamento, apenas foi
inoculado com C. albicans e o grupo controle negativo ndo recebeu
nenhum tratamento e nem inoculagédo de candida. Apoés cada tratamento,
a coleta das leveduras foi realizada por meio de swabs que foram
esfregados no dorso da lingua dos animais por 1 minuto. Esses swabs
foram entdo embebidos em tubos contendo 1mL de solug¢ao salina estéril,
os quais foram agitados também por 1 minuto. Trés diluicbes seriadas
foram realizadas a partir desses tubos, e aliquotas de 25ul de cada
diluicdo foi colocada em placas de SDA em duplicata. Todas as placas
foram incubadas a 37°C por 48 horas e o nimero de células viaveis foi
obtido por meio de contagem de colénias. Os animais foram sacrificados
e as linguas removidas para avaliagdo histoloégica. De acordo com os
resultados a PDT reduziu significativamente o numero de células de C.
albicans que estavam sobre a lingua do animal em comparag¢ao ao grupo
controle positivo. Nao houve diferenca significativa entre as
concentragbes do FS e a dose de luz uitlizada (455 e 630 nm). A
avaliacao histologica revelou que a PDT ndo causou alteragbes adversas

no tecido. Os autores concluiram assim, que a PDT promoveu significante
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reducdo na viabilidade do biofiime de C. albicans sem causar dano

tecidual a lingua dos animais.



Proposigdo



3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar a efetividade da PDT na
inativacdo de C. albicans presente em candidose oral experimental

induzida no dorso de lingua de camundongo em funcéo de:

e Quatro concentragbes do agente fotossensibilizador
Photodithazine® associado a uma dose de luz LED com

comprimento de onda vermelho.



Material e
Métodos



4 MATERIAL E METODO

4.1 Materiais

Para a realizacéo da fase experimental do presente estudo,

foram utilizados os seguintes materiais de consumo, instrumentais e

equipamentos:

8-
O-

4.1.1 Instrumental e Materiais de consumo

Cultura de Candida albicans proveniente da empresa American
Type Culture Collection (ATCC), Manassas, EUA

Numero (ATCC number): 90028

Parafina histoldgica (56-58) marca SYNTH

Xilol PA 1000mL, marca Synth

Laminulas para microscopia, 24X60mm, marca PERFECTA

Agua destilada

Meio de cultura Tryptic Soy Broth (TSB), produzido pela Acumedia
Manufactures, Inc. Baltimore, Maryland 21220, EUA

Lote n®100,431

Meio de -cultura Sabouraud Dextrose Agar, produzido pela
Acumedia Manufactures, Inc. Baltimore, Maryland 21220, EUA
Lote n°®100,717C

Laminas para bisturi, marca FREEBACK

Ponteiras azuis descartaveis para micropipeta, marca BOECO

10-Micotubos plastico graduado com tampa, marca BOECO
11-Parafilm (Laboratory film 38m X 10cm), marca BOECO

12-Estantes de arames revestidos para tubos de ensaio 13mm, marca

RICILAB
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13-Xilazina Cloridrato, (Produtos Veterinarios J. A. Ltda., Patrocinio
Paulista, SP, Brasil)

14-Ponteira amarela para micropipeta, marca BOECO

15-Cloridrato de Ketamina, (Unido Quimica Farmacéutica Nacional
S/A., Embu-Guacgu, SP, Brasil)

16-Predinisolona 40mg, marca DEPO-MEDROL (Laboratoérios Pfizer
Ltda., Guarulhos, SP, Brasil)

17-Tetraciclina, 2g, medicamento para uso veterinario (Farmacia
Santa Paula, Araraquara, SP, Brasil)

18-Lamina para microscopia 26X 76mm, lapidada, marca PERFECTA

19-Seringa descartavel 5mL com agulha 25X7 BD, marca CBS
MEDICO

20-Formaldeido PA, marca QUEMIS

21-Cloridrato de clorpromazina, medicamento para uso veterinario,
produzido por Farmacia Santa Paula — Araraquara S&o Paulo

22-Cotonetes, (Cotton-baby, Higie-Plus Cottonbaby Ind. Com. Ltda.,
Sao José, SC, Brasil)

23-Fotossensibilizador Photodithazine®, (Russia — Moscou)

24 - Placas de Petri 100 X 15 mm, fabricada por PLEION

25 - Tubos de ensaio 100 X 10 mm, fabricados por PYREX

26 -Béquer graduado, fabricado pela VIDROLABOR

27 -Micropipeta de 0,5-10 uL, fabricada pela BOECO, Alemanha

28 -Micropipeta de 20-200 uL, fabricada pela BOECO, Alemanha

29 -Micropipeta de 100-1000 uL, fabricada pela Boeco, Alemanha

30 -Bico de Bunsen, fabricado por J.PROLAB

31 -Alga de Drigalsky, fabricada pela VIDROLABOR

32 -Tesoura cirurgica de ponta fina reta, marca CBS MEDICO

33 -Cabo de bisturi reto, marca TRINKS

34 -Pinca clinica, marca DUFLEX
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4.1.2 Equipamentos

35 Balanca de precisdo, fabricada por GEHAKA - Industria e
Comércio Eletro Eletrénica Gehaka Limitada, Sdo Paulo, Sé&o
Paulo, Brasil
Modelo: BG 400
N° 016450

36 Centrifuga Eppendorf, fabricada por EPPENDORF AG, Hamburg,
Germania
Modelo: 5810R

37 Contador de coloénias CP 600 PLUS, fabricado pela Phoenix
Industria e Comércio de Equipamentos Cientificos Limitada,
Araraquara, Sao Paulo, Brasil
Modelo: CP-600
Nr-série: 919

38 Autoclave vertical, fabricada pela PHOENIX Industria e Comércio
de Equipamentos Cientificos Limitada, Araraquara, Sao Paulo,
Brasil
Modelo : AV 60
N° 6614

39 Estufa para secagem e esterilizagdo, fabricada por MARCONI
Equipamentos Laboratoriais Limitada, Piracicaba, S&o Paulo, Brasil
Modelo: MA 033
Série: 9819

40 Agitador de tubos, fabricado por PHOENIX Industria e Comércio de
Equipamentos Cientificos Limitada, Araraquara, Sao Paulo, Brasil
Modelo: AP 56
Série: 9803

41 Estufa bacteriologica, produzida por MARCONI Equipamentos
Laboratoriais Limitada, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil
Modelo — MA 0324
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Série — 9819011

42 - Aparelho de luz LED, 660nm, (LXHL-PRO9, Luxeon Il Emitter,
Lumileds Lighting, San Jose, California USA), desenvolvido pelo
Instituto de Fisica de S&o Carlos — USP S&o Carlos — Brasil.

4.2 Métodos

4.2.1 Preparo dos materiais e meios de cultura

O meio de cultura Tryptic Soy Broth (TSB) foi preparado
para a reativagdo da Candida albicans utilizada neste estudo. Esse meio
de cultura constitui-se de um caldo nutriente que propicia o crescimento
de varios tipos de micro-organismos. A manipulacdo e a esterilizagéo
foram realizadas de acordo com as recomendagdes do fabricante. Para o
preparo do meio, foi utilizada uma proporgcéo de 30 g de p6 do meio de
cultura para 1 L de agua destilada. O pd proporcionado foi colocado em
um béquer, e a agua foi adicionada. A seguir, o béquer foi aquecido em
banho-maria para a dissolugcdo completa do meio de cultura na agua
destilada. Apds a dissolucao, a solugao resultante foi distribuida em tubos
de ensaio. Uma aliquota de 5 mL do meio de cultura preparado foi
pipetada e dispensada em cada um dos tubos de ensaio. Esses tubos
foram devidamente identificados, datados, tampados com algodéo e
colocados em autoclave vertical para esterilizagdo a 121°C por 15
minutos. Apo6s esse procedimento, os tubos de ensaio tampados foram
deixados ao ar livre até atingirem a temperatura ambiente. Finalmente,
foram armazenados em geladeira a 5°C até a utilizagdo nos
procedimentos experimentais.

A solucao salina utilizada nas diluigbes seriadas realizadas
neste estudo foi preparada pela diluicdo completa de 8,5 g de cloreto de
soédio em 1 L de agua destilada. A dissolugéo do sal na agua destilada foi

realizada em um béquer, pela manipulagdo de uma haste de vidro. Apés a
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dissolugdo, a solucdo salina resultante, na concentracéo de 0,15 mol, foi
distribuida em tubos de ensaio. Para a distribuicéo, pipetou-se 1000 uL de
solugdo salina em tubos de ensaio, que foram utilizados para
armazenamento dos swabs passados nas linguas dos animais apds o
experimento. A partir desses tubos, iniciaram-se as diluicdes seriadas.
Para a realizacdo dessas diluicdes, 900 pL de solugéo salina foram
pipetados e transferidos para outros tubos de ensaio. A seguir, esses
tubos foram tampados com algodao hidréfobo e levados em autoclave
vertical para esterilizacdo a 121°C por 15 minutos. Apds a esterilizacao,
os tubos de ensaio foram deixados ao ar livre até atingirem a temperatura
ambiente. Finalmente, os tubos contendo solugédo salina foram
armazenados em geladeira a 5°C até a utilizagdo nos procedimentos
experimentais.

O meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar (SDA) contendo
5 ug/mL de cloranfenicol foi utilizado nas semeaduras das placas de Petri.
Esse meio de cultura apresenta-se sélido apos o preparo, sendo seletivo
para a cultura de fungos. Para o preparo do meio de cultura, foi utilizada a
propor¢ao recomendada pelo fabricante: 65 g de pd misturada a 0,005 g
de cloranfenicol para 1 L de agua destilada. O meio de cultura
proporcionado foi individualmente colocado em um béquer e misturado
com a agua destilada. A seguir, o béquer foi levado ao banho-maria até
que ocorresse a dissolu¢gdo completa do meio de cultura. Uma aliquota de
20 mililitros da solugao resultante foi pipetada e dispensada em tubos de
ensaio, ainda na fase liquida (temperatura superior a temperatura de
solidificagdo). A seguir, os tubos de ensaio foram devidamente
identificados, datados, tampados com algodédo e levados em autoclave
vertical para esterilizacdo a 121°C por 15 minutos. Apds a esterilizacao,
os meios de cultura, ainda na fase liquida, foram vertidos em placas de
Petri estéreis. Esse procedimento foi realizado com as placas bem
proximas ao bico de Bunsen aceso para evitar contaminagdo das

mesmas.
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E importante ressaltar que as placas de Petri utilizadas
foram compradas ja esterilizadas e eram descartaveis, segundo
recomendagdes do fabricante. Dessa maneira, ndo foi necessaria a
realizacdo de procedimentos de esterilizacdo para as mesmas. Os filtros
utilizados para vedar as placas foram cortados em circulos de acordo com
o formato e tamanho das placas de petri. Esses filtros foram embalados
em papel aluminio e colocados em autoclave vertical para esterilizagéo a
121°C por 15 minutos. Apds a esterilizacdo dos filtros, os mesmos foram
colocados préximos a chama do bico de Bunsen. Os tubos de ensaio
foram individualmente vertidos nas placas de Petri. Cada tubo de ensaio
contendo 20 mL do meio foi aberto e o conteudo do mesmo foi vertido na
parte inferior da placa de Petri. Em seguida, os filtros foram colocados
individualmente sobre a parte inferior das placas e as mesmas foram
entdo fechadas, datadas e mantidas em temperatura ambiente para
esfriar. A seguir, a parte inferior de cada placa de Petri foi externamente
dividida em quadrantes. Esses quadrantes foram tragados com caneta
para retroprojetor para facilitar posteriormente os procedimentos de
semeadura dos micro-organismos (diluicdo seriada por quadrante).
Finalmente, as placas de Petri foram armazenadas em geladeira a 5°C
para serem utilizadas nos procedimentos de semeadura dos micro-
organismos recuperados da cavidade oral dos animais.

A agua de beber dos camundongos utilizados neste estudo
foi preparada pela diluigdo completa de 1g de tetraciclina em 1L e 200 mL
de agua. Para a realizagéo desse procedimento, uma balanga digital de
alta precisao foi ligada, um pratinho plastico especifico para esse tipo de
balanca foi colocado sobre a mesma que foi entdo calibrada em zero. Em
seguida, com o auxilio de uma espatula pesou-se 1g de tetraciclina. A
quantidade de agua necessaria para a diluicdo da substancia antibittica
foi medida em uma proveta de 2L. A tetraciclina foi diluida em agua com o
auxilio de uma haste de vidro. Ap6s a total diluicao, a solucéo final ficou a

uma concentragdo de 0,83mg/mL de tetraciclina. A solucédo foi entéao
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colocada em recipiente ambar, o qual foi vedado com parafilm e papel
aluminio e armazenada em refrigerador a 5° C até o momento de ser

utilizada.

4.2.2 Aplicagdo da Terapia Fotodindmica

Preparo do agente fotossensibilizador

Para a realizacédo da PDT no estudo proposto, utilizou-se
como agente fotossensibilizador o Photodithazine® (PDZ). Esse composto
€ produzido a partir de uma clorina es, € uma substancia extraida da
cianobactéria Spirullina platensis. Apresenta-se na forma de um liquido
verde-escuro, sendo comercializado em frascos ambares contendo
aproximadamente 5 mL da substancia. Sua distribuicdo é realizada
somente sob prescricdo para instituicbes especializadas, deve ser
armazenado em um local protegido da luz e em temperatura inferior a
5°C. E considerado FS de segunda geracdo, pois apresenta curtos
periodos de fotossensitizacdo, absorve maiores comprimentos de onda,
além de produzir altos niveis de oxigénio singlete. Em solugédo, o PDZ

apresenta maxima absorgédo da banda Q de 660 nm, (Figura 1)

Absorbancia

300 400 500 G600 700 8OO
Comprimento de onda (nm)

FIGURA 1 - Espectro de absorgao

Optica do Photodithazine®.
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Para a realizacdo do estudo proposto, o material FS foi
fornecido pelo Laboratério de Biofotonica do Instituto de Fisica de Séao
Carlos — USP (IFSC) a uma concentracdo de 5.000 mg/L. Sua
embalagem foi coberta por papel aluminio para protegdo da luz e

armazenada a 5° C como descrito anteriormente.

A capacidade de inativar micro-organismos do PDZ foi
avaliada por meio da utilizacdo de quatro concentragdes dessa
substancia: 75, 100, 125 e 150mg/L. Para o preparo dessas solugoes,
célculos com regra de trés simples foram realizados e possibilitaram a
obtencdo das seguintes propor¢des: solugdo estoque a 1,5% para a
concentragéo de 75mg/L, solucdo estoque a 2% para a concentragéo de
100mg/L, solugdo estoque a 2,5% para a concentracédo de 125mg/L e
solugdo estoque a 3% para a concentragdo de 150mg/L. A solugdes de
PDZ foram preparadas por meio da diluicdo das mesmas em solucao
salina estéril (Apéndice 1). O preparo das solugdes de PDZ foi realizado
em microtubos envoltos por papel aluminio os quais foram agitados
vigorosamente por 1 minuto para a completa homogeinizagéo. Todo esse
procedimento foi realizado previamente ao inicio de cada experimento a
partir da solugéo de 5000 mg/L. E importante ressaltar que o PDZ & uma
substancia fotossensivel, podendo sofrer degradacdo de seus
componentes quando exposto a luz. Dessa maneira, os procedimentos de
preparo da solugéo estoque, manipulacao do agente fotossensibilizador e
posteriormente a fotossensibilizagdo dos micro-organismos, foram

realizados em ambiente sem luz.

Parametros de irradiagcéao

O aparelho de luz utilizado neste estudo é constituido por
uma peg¢a de mao de luz LED vermelha idealizada e desenvolvida no

Instituto de Fisica da Universidade de S&o Paulo (USP) de Sao Carlos.
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Essa fonte de luz possui a regido de iluminagdo no final da peca de mao
em formato arredondado com aproximadamente 5 mm de didmetro
(Figura 3 e 4). Além disso, a pega de mé&o possui poténcia de saida
constante de 44,5 mW/cm? e a luz emitida se encontra numa faixa do
espectro eletromagnético, predominantemente em 660 nm, na qual o FS
empregado apresenta capacidade de absorgéo de luz. A importancia em
se conhecer o valor da poténcia de saida do aparelho utilizado se justifica,
pois este valor, juntamente com o tempo de iluminagdo, determina a
quantidade de energia aplicada na amostra irradiada. Essa quantidade de
energia € denominada fluéncia ou dose de luz, e é expressa pela energia
por area (J/cm?). A formula empregada para o calculo da dose é a

seguinte:

Dose de luz (J/cm?) =1 (W/cm?) x t (seg.).

FIGURA 3 - Peca de mdo. FIGURA 4 - Peca de mdo. Aparelho de
Aparelho de luz LED construido luz LED vermelho.

para iluminagdo das linguas dos

animais.

Para a realizagdo do estudo, camundongos portadores de
candidose oral experimental induzida no dorso da lingua foram
submetidos a PDT, mediados pelo fotossensibiliador PDZ, a fim de se

avaliar a efetividade do tratamento na inativagéo de C. albicans presente
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nas lesdes. Quatro concentragbes do FS (75, 100, 125 e 150mg/L) foram
avaliadas, assim como uma dose de luz (37,5 J/cm?). Como a fonte de luz
utilizada possuiu poténcia constante, e a dose de luz que seria utilizada ja
estava estabelecida, de acordo com a formula descrita anteriormente,
calculou-se o tempo de iluminag&o. Assim o tempo de iluminacao utilizado
foi de 14 minutos. Os calculos realizados para a obtencédo desse tempo

de iluminacéo estao descritos no Apéndice 2.

4.2.3 Candida albicans e condigcées de
crescimento

Uma cepa padréo de C. albicans foi selecionada para ser
utilizada nesse estudo. A cultura desse micro-organismo foi armazenada
em microtubos contendo meio de cultura TSB acrescido de glicerol e
congelada a -70° C, até o momento de sua utilizagéo. Previamente a cada
experimento, a levedura foi descongelada e inoculada aerobicamente em
meio de cultura SDA e incubada em estufa bacterioldégica a 37°C por 48
horas para sua reativacao. Decorrido esse periodo, uma algada da cultura
de Candida foi retirada e inoculada em 5 mL de TSB contido em um tubo
de ensaio. Dessa maneira as leveduras cresceram aerobicamente em
cultura overnight a 37° C por 24 horas. Apds a incubacdo, o tubo foi
centrifugado a 2000 rpm, durante 10 minutos, o sobrenadante foi
descartado e as células (sedimentado) foram ressuspensas em 5 ml de
agua destilada estéril. O tubo foi agitado novamente por 30 segundos e os
mesmos passos de centrifugagcdo foram repetidos. As células foram,
entdo, ressuspensas em 2 mL de solugcdo salina estéril até que a
concentragao celular no interior do tubo de ensaio fosse equivalente a 10’
células/mL. Para isso, uma cubeta estéril com 2 mL de solugéo salina foi
posicionada no interior do espectrofotdmetro ajustado para 520 nm e 0 de

absorbancia para fazer o blank (solugdo controle). Em seguida, aliquotas
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de 100 upL da suspensdo celular preparada foram transferidas
gradativamente para o interior da cubeta, e agitadas com a ponteira. O
espectrofotometro era entdo fechado para avaliagdo da concentragéo
celular. Esse procedimento foi repetido até que a concentracao celular
fosse apontada pelo aparelho a um valor de absorbancia de 0.38 nm.
Dessa forma, foram obtidas suspensdes celulares padronizadas do micro-
organismo avaliado, em uma mesma concentragao celular (107

células/mL).

4.2.4 Animais

Previamente ao inicio dos experimentos, o projeto de
pesquisa referente a este estudo foi encaminhado ao Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Odontologia de Araraquara —
UNESP, que autorizou a execugao do estudo (Anexo 1). Foram utilizados
55 camundongos com aproximadamente 6 semanas de vida,
provenientes do Biotério Central da UNESP - Botucatu. Os animais foram
mantidos em gaiolas individuais, e alimentados com ragcdo e agua ad
libitum. Anteriormente ao inicio de cada experimento, verificou-se a
auséncia de leveduras de género Candida na cavidade bucal e lingua de
todos os animais, por meio da coleta de material da mucosa bucal da
cada camundongo com um mini-swab oral previamente esterilizado. Em
seguida, o swab foi semeado em placas de Petri contendo meio seletivo
para Candida spp. As placas foram incubadas a 37 °C por 48 horas.
Todos os animais apresentaram auséncia de crescimento de fungos nas

placas de petri.
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4.2.5 Inducao de candidose em lingua de
camundongos

Para indugdo de candidose, utilizou-se a metodologia
proposta por Takakura et al.®® em 2003. Nesse estudo, os autores
verificaram as condigbes necessarias para o desenvolvimento de um
modelo experimental de candidose bucal em camundongos, no qual
foram  obtidas lesbes brancas macroscopicas tipicas ou
pseudomembranas no dorso lingual dos animais. De acordo com essa
metodologia, para a indugdo de candidose deve ser utilizado a
prednisolona, um glicocorticéide imunossupressor, associada a

tetraciclina (antibi6tico), seguida de inoculagao tépica de C. albicans.

A susceptibilidade da cepa de C. albicans a PDT in vivo, foi
avaliada por meio da exposigdo das linguas contaminadas dos
camundongos as quatro concentragcdes do agente fotossensiblizador (75,
100, 125 e 150mg/L) e a uma dose de luz (37,5J/cm?) no comprimento de
onda vermelho (predominantemente em 660nm) como descrito
anteriormente. Assim, quatro condigbes experimentais foram obtidas, pela
associacdo da dose de luz com as quatro concentracbes de PDZ
avaliadas, denominadas P+L+. Adicionalmente, o efeito da aplicagcéo
isolada de cada concentragdo de PDZ (P+L-) e da dose de luz (P-L+)
também foi avaliado nos animais. Os animais referentes ao grupo controle
positivo (P-L-) ndo tiveram suas linguas fotossensibilizadas e nem
iluminadas, apenas receberam inoculagéo por C. albicans. Ja os animais
do grupo controle negativo (CN), ndo receberam tratamento algum e nem
inoculagao pelo fungo, porém realizou-se apenas uma simulagao de
imunossupressao, inoculagéo e tratamento. Dessa forma foram obtidos 5
grupos, os quais foram divididos em subgrupos, sendo avaliados 5
espécimes em cada condi¢cdo experimental. Cada condigao experimental

pode ser observada no Quadro1.
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Quadro1 — Descricdo dos grupos de estudo, subgrupos e condi¢des

experimentais

Grupos

Subgrupos

Descricao da condig¢ao experimental

75mg/L

Os animais receberam aplicacao de PDZ 75mg/L,
foram incubados por 20min, e receberam

iluminagao com 37,5J/cm?.

100mg/L

Os animais receberam aplicagao de PDZ
100mg/L, foram incubados por 20min, e

receberam iluminagado com 37,5J/cm?.

P+L+

125mg/L

Os animais receberam aplicagao de PDZ
125mg/L, foram incubados por 20min, e

receberam iluminagéo com 37,5J/cm?.

150mg/L

Os animais receberam aplicacdo de PDZ
150mg/L, foram incubados por 20min, e

receberam iluminagéo com 37,5J/cm?.

P+L-75mg/L

Os animais receberam aplicagao de PDZ 75mg/L

e foram incubados por 20min.

P+L-

P+L-100mg/L

Os animais receberam aplicagédo de PDZ 100mg/L

e foram incubados por 20min.

P+L-125mg/L

Os animais receberam aplicacao de PDZ 125mg/L

e foram incubados por 20min.

P+L-150mg/L

Os animais receberam aplicagéo de PDZ 150mg/L

e foram incubados por 20min.

P-L+

P-L+

Os animais receberam iluminagao de 37,5J/cm?

com o comprimento de onda 660 nm..

Controle Positivo

P-L-

Os animais ndo receberam tratamento, apenas

inoculagéo por C. albicans.

Controle Negativo

CN

Os animais ndo foram submetidos a indugéo de
candidose, ndo receberam nenhum tratamento
mas foram estressados assim como os animais

que receberam tratamento.
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A sequir, estdo descritas as etapas experimentais que foram
necessarias para a inducao de candidose oral experimental em modelo
animal, as quais foram divididas em trés partes: imunossupressao,
inoculacdo e realizagdo da PDT. Para a realizagdo de cada ocasido,
foram necessérios 8 dias de experimento (Tabela 1). Na sequéncia, as
condi¢cdes experimentais avaliadas estdo descritas em forma de topicos
(P+L+, P+L-, P-L+, P-L- e CN) com a finalidade de simplificar a descri¢ao

das etapas.

Tabela 1 - Etapas realizadas em cada dia de experimento

Dias Protocolo experimental
1a8 Antibioticoterapia
1e5 Imunossupressao
2 Inoculacédo por C. albicans
7 Realizagcédo da PDT e recuperacéo de
C.albicans
8 Sacrificio dos animais

4.2.6 Imunossupressao dos camundongos

A imunossupressao dos animais foi efetuada por meio de
duas inje¢cdes subcutdneas de prednisolona na dose de 100mg/kg de
massa corporal. Para a realizacdo de tal procedimento, utilizou-se o
medicamento imunossupressor, Acetato de metilpredinisolona 40mg/ml,

do qual 0,1mL foi colocado em uma seringa estéril de capacidade de 1mL.
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Para possibilitar a injecdo do medicamento nos animais sem
a necessidade de sedagdo dos mesmos, cada animal foi imobilizado por
meio da fixagdo da cauda sobre a bancada com a méao direita do
pesquisador, enquanto a seringa era manuseada com a mao esquerda, e
a injecao realizada conforme mostrado na Figura 5. A injecéo foi realizada
na porgao posterior da cabeca do animal, préximo a regido de pescoco.
O procedimento de imunossupressao foi realizado no primeiro dia de
experimento, e foi repetido dois dias apds inoculagédo por C. albicans

(quinto dia de experimento).

Adicionalmente a imunossupressao, no primeiro dia do
experimento iniciou-se o tratamento dos animais com tetraciclina, para
prevenir o desenvolvimento de infecgbes bacterianas nos animais
imunossuprimidos. Para a realizagdo desse procedimento, tetraciclina foi
fornecida aos animais na agua de beber na concentracdo de 0,83 mg/mL,
como descrito anteriormente. Os animais receberam o medicamento

durante todo o periodo experimental.

FIGURA 5 - Procedimento de
imunossupressao.
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4.2.7 Inoculagao de C. albicans

No segundo dia de experimento, a suspensao padronizada
de C.albicans foi obtida para a inoculagdo da mesma nos animais, como
ja descrito anteriormente. Apds o preparo da suspensao celular, com o
auxilio de uma seringa estéril de capacidade de 1mL, os animais foram
sedados com 0,1mL de cloridrato de clorpromazina 2mg/mL. Para isso, o
animal foi imobilizado por umas das maos do pesquisador, que com a
outra mao esticou cuidadosamente as patas do animal, uma por vez, para
que a injecdo com sedativo fosse aplicada por um segundo pesquisador.
Essa injecao foi intramuscular, e aplicou-se 0,05mL de medicamento na

regido de cada fémur do animal (Figura 6).

FIGURA 6 - Foto representativa da
aplicacdo do medicamento cloridrato
de clorpromazina no fémur do animal.

Apds as injegcdes, um periodo de aproximadamente 15
minutos era aguardado até que todos os animais estivessem sedados. A
seguir, com o auxilio de uma pinga, a lingua do animal foi delicadamente
posicionada para fora da cavidade oral, e cotonetes embebidos na
suspensao de C. albicans preparada foram utilizados como mini-swabs,

sendo entéo friccionados por todo o dorso da lingua dos animais sedados
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(Figura 7). O tempo para a inoculagdo dos animais foi padronizado com

cronbmetro em 30 segundos.

FIGURA 7 - Procedimento de
inoculagdo de C. albicans no
dorso da lingua dos animais.

E importante ressaltar que 48 horas ap6s a realizagdo do
procedimento de inoculacdo de C. albicans (5° dia de experimento) os
animais receberam mais uma dose de imunossupressor de forma

semelhante a descrita no primeiro dia.

4.2.8 Realizagao da PDT

A PDT foi realizada 48 horas apd6s a segunda
imunossupressao (7° dia de experimento). Previamente e realizagdo da
PDT, as solugdes estoque da substancia fotossensibilizadora foram
preparadas e mantidas em recipientes ambares até o momento do uso,
como ja comentado anteriormente. Durante a realizagdo do experimento

os animais foram avaliados de acordo com o grupo a que pertenciam.
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¢ Grupos P+L+

Para a realizacdo da PDT, os animais foram inicialmente
anestesiados. Para isso, com o auxilio de uma seringa de capacidade de
1mL, obteve-se uma mistura de 100mg/kg de massa corpérea de
Quetamina, anestésico geral, e 10mg/kg de massa corpérea de Xilazina,

relaxante muscular.

Para aplicagdo desses medicamentos o animal foi
imobilizado pelo pesquisador da mesma maneira que para O
procedimento de aplicagdo de sedativo descrito anteriormente. Mais uma
vez com o auxilio de outro pesquisador, aplicou-se 0,1mL da mistura feita
pelos dois medicamentos por meio de injecdo intramuscular em regido de
fémur em apenas uma pata do animal (Figura 8). Apds anestesia, os
animais foram colocados em posicao supina, € com o auxilio de uma
pinga clinica a lingua dos camundongos foi cuidadosamente posicionada

para fora da cavidade oral dos mesmos (Figura 9).

FIGURA 8 -  Aplicacdo FIGURA 9 - Exposi¢cdo do dorso da

intramuscular de anestésico lingua do animal previamente a

geral. aplicacdo do FS e realizagdo da
PDT.

Em seguida, realizou-se aplicagéo tépica de 70uL de FS na

regido dorsal da lingua. Nesse momento, a lingua foi posicionada no
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interior da cavidade oral e os animais permaneceram no escuro durante
20 minutos (tempo de pré-irradiacdo). Decorrido esse tempo, com o
auxilio de uma pinga as linguas dos animais foram tracionadas para fora
da boca, o aparelho de luz foi posicionado estando em contato com a
lingua do animal formando um &angulo de 90° entre o aparelho e a
lingua. A luz foi acionada e as amostras iluminadas por 14 minutos
(Figura 10). Ap6s a PDT, realizou-se a recuperacédo de C. albicans da
lingua dos animais por meio da coleta com mini-swabs estéreis que
estavam previamente embebidos em 1mL de solu¢ao salina estéril (Figura
11). Para isso, os swabs foram esfregados sobre o dorso das linguas dos

animais durante 1 minuto.

FIGURA 10 - Realizagéo da PDT. FIGURA 11 - Recuperagéo de
C. albicans ap6s PDT.

Todo procedimento acima descrito foi realizado para a
avaliacdo das quatro concentragdes de PDZ propostas para este estudo
(grupos P+L+75, P+L+100, P+L+125 e P+L+150mg/L) em associacao

com apenas uma dose de luz.
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¢ Grupos P+L-

Para verificar um possivel efeito toxico da aplicagao isolada
do FS, sem iluminagao posterior, os animais receberam apenas aplicagao
do PDZ nas mesmas concentracbes (75, 100, 125 e 150mg/L) avaliadas
para os grupos P+L+. No 7° dia de experimento os animais foram
anestesiados e receberam aplicacao topica de FS da mesma maneira que
o grupo anterior (P+L+). Entretanto, ap6s os 20 minutos de pré-incubagéo
dos animais no escuro, realizou-se a recuperagao de C. albicans da
lingua dos mesmos por meio da coleta com mini-swabs estéreis por 1

minuto.

¢ Grupo P-L+

Para verificar um possivel efeito toxico da luz sobre os
micro-organismos 0s animais pertencentes a este grupo receberam
apenas iluminagédo na dose de luz de 37,5J/cm?. Da mesma maneira que
para os grupos anteriores, os animais foram anestesiados e receberam
aplicagdo da luz durante 14 minutos na regido dorsal da lingua. Apos
esse periodo, realizou-se a recuperacdo de C. albicans da lingua dos

animais como descrito para o grupo anterior.

¢ Grupo P-L-

Os animais pertencentes a este grupo foram considerados
controles positivos. Os mesmos foram manipulados para indugéo de
candidose, no entanto, ndo receberam tratamento. No 7° dia de
experimento a recuperagcdo de C. albicans da lingua foi realizada, da

mesma maneira descrita para os grupos anteriores.
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¢ Grupo CN

Nos animais dessa condigdo experimental, ndo foram
realizados os procedimentos de inducédo de candidose. Os animais foram
apenas estressados da mesma maneira que todos os outros por meio de
uma simulagdo de imunossupressdo, inoculacdo e tratamento. A
simulacdo de recuperagdo de C. albicans também foi realizada assim
como para os demais grupos experimentais. Dessa maneira esses

animais foram considerados como controles negativos.

Apds a recuperacao de C. albicans, para todas as condi¢des
avaliadas, foram realizadas diluicbes seriadas a partir das amostras
contidas nos tubos de ensaio com o mini-swab e 1ml de solu¢ao salina.
Inicialmente, esses tubos de ensaio foram vigorosamente agitados
durante 1 minuto, para que houvesse total desprendimento do fungo do
swab e o mesmo ficasse apenas na solu¢do salina. Em seguida, uma
aliquota de 100 pL foi removida de cada amostra e transferida para um
tubo de ensaio contendo 900 pL de solugado salina estéril. Este tubo foi
agitado vigorosamente em agitador de tubos e uma nova aliquota de 100
ML foi removida do mesmo e colocada em outro tubo de ensaio com 900
ML de solugdo salina. Esse procedimento foi realizado trés vezes para
cada amostra e, desta forma, as diluicées seriadas de 10" a 10 foram
obtidas (Figura 12).

As trés diluicdes seriadas (10, 10% e 107) foram utilizadas
para a realizagdo da semeadura nas placas de Petri com o meio de
cultura SDA com 5 pg/mL de cloranfenicol. Para este procedimento, os
tubos de ensaio contendo as diluicdes seriadas foram individualmente
agitados em agitador de tubos de ensaio. A seguir, aliquotas de 25 uL de
cada diluicado seriada foram pipetadas em duplicata. Cada aliquota foi
transferida para um dos quadrantes de trés placas de Petri com o meio de
cultura. Adicionalmente, aliquotas de 25 uL foram removidas dos tubos de

ensaio que continham o mini-swab e transferidas diretamente para um
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quadrante da placa de Petri, sem a realizacdo de diluigdo (Figura 13).
Uma algca de Drigalsky estéril foi utilizada para espalhar a solu¢ao sobre o
meio de cultura em cada quadrante da placa. Os procedimentos de

semeadura foram realizados em duplicatas.

Apbs 48 horas de incubacao a 37°C, as placas de Petri
referentes as amostras das condi¢gbes experimentais avaliadas foram
submetidas a contagem de colbnias. Para este procedimento, cada placa
de Petri foi posicionada em um contador de col6nias digital. A
quantificacdo das coldnias foi realizada e os numeros de unidades

formadoras de col6énias foram calculados.

FIGURA 12 - Diluigbes FIGURA 13 - Placas de Petri contendo meio de

seriadas referentes a cultura SDA.
amostra coletada de
apenas um animal.

4.2.9 Sacrificio dos animais e analise histologica

No 8° dia de experimento, os camundongos foram
sacrificados por uma dose letal de Quetamina (0,2mL) injetada de
maneira intramuscular no fémur de cada animal. Apds a morte, a lingua
dos animais foi removida cirurgicamente. Para a realizagcdo desse
procedimento, inicialmente, com uma tesoura cirurgica, cortou-se na
regido de comissura labial de ambos os lados com o objetivo de aumentar

a abertura bucal do animal e facilitar o acesso para a adequada remogéo
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de lingua. Em seguida, com o auxilio de uma pinga a lingua foi
cuidadosamente tracionada para fora da cavidade oral e a base da
mesma foi cortada com a tesoura cirurgica, até sua remocéo total. As
linguas para serem consideradas totalmente removidas, deveriam
apresentar até a eminéncia intermolar. Em seguida, as pegas foram
colocadas em cassetes, os quais foram identificados de acordo com o
grupo experimental a que pertenciam. Os cassetes ficaram imersos em
um recipiente com formol a 10% (pH 7,4) por 48 horas. Decorrido esse
periodo, os mesmos ficaram sob &agua corrente por 24 horas. Na
sequéncia, cortes padronizados das linguas foram realizados. Para isso
as linguas foram divididas em trés partes, como pode ser observado na

Figura 14:
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FIGURA 14 - Representagao esquematica da divisdo da lingua dos camundongos em 3 partes
(A). Corte triangular realizado na parte intermediaria (P2) no lado voltado para a ponta da
lingua (B). Inclusdo da P2 em parafina. A seta indica o sentido que os cortes histolégicos
foram realizados - 5um (C).
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Imediatamente apss realizacdo dos cortes das linguas e
previamente a inclusdo das pecas em parafina, as mesmas foram

submetidas ao seguinte processo laboratorial de rotina:

1. Fase de desidratagdo por trocas consecutivas de alcodis em

concentragdes crescentes:

- alcool 70% por 1 hora;

- alcool 90% por 1 hora;

- alcool absoluto, 6 trocas de 1 em 1 hora.
2. Fase de diafanizacgdo:

- alcool xilol por 30 minutos;

- xilol-puro por 30 minutos;

- novo xilol piro por mais 30 minutos.
3. Fase de embebicao em parafina histologica a 58° C:

- parafina liquida por 3 horas;

- nova parafina liquida por mais 3 horas.

As amostras foram incluidas em férmas de papel contendo
parafina liquida ap6s o processamento laboratorial. Apés endurecimento
da parafina tais formas foram removidas e, com o auxilio de navalhas
descartaveis foram obtidos blocos de parafina que continham as pecas
incluidas centralmente, como pode ser observado na Figura 14 (ltem C).
Esses blocos foram fixados em suportes de madeira para serem
posicionados em microtomo rotatério. Dezesseis cortes histoldgicos
seriados de cada bloco foram obtidos. Esses cortes apresentavam 5 um
de espessura, foram colocados em laminas de vidro e corados com
reagente acido periédico de Schiff, Hematoxolina e Eosina para posterior
avaliacdo dos eventos histoldgicos ocorridos em cada um dos grupos

através de microscopia de luz, em aumento de 200x e 400x.
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4.2.10 Analise de micro-organismos viaveis

Apds a incubacéo das placas de Petri a 37° C por 48 horas,
foi realizado o calculo do numero de micro-organismos viaveis, em valores
de ufc/mL, obtido nas amostras experimentais e controle. Para o calculo
desses valores, as coldnias viaveis presentes nas placas de Petri de cada
duplicata foram contadas com o contador de colénias digital. E importante
ressaltar que, para cada duplicata, a contagem do niumero de colbnias foi
realizada em cada uma das diluicdes semeadas (107, 102 e 107) e
também no quadrante onde a aliquota plaqueada foi retirada diretamente
da suspenséo celular (diluigdo zero). Para os grupos controle (P-L-, P+ L-
e P-L+) foram considerados somente os valores entre 30 e 300 colbnias,
sendo escolhido o numero de coldnias referente a uma unica diluicdo que
representasse um valor entre a variacdo considerada. Para os grupos
experimentais (P+L+), essa regra nao pode ser aplicada, pois muitas
vezes o crescimento nas placas n&o atingiu o valor minimo de 30
colénias, tendo em vista as taxas de redugao obtidas apds a aplicagéo da
PDT. Entdo, quando valores inferiores a 30 foram observados, o numero
de colbnias considerado foi referente a diluigdo que apresentou algum
crescimento. Apos a contagem, foi obtida a média entre as duplicatas de
cada amostra e o numero de unidades formadoras de colbénias por mililitro
(ufc/mL) foi calculado. Para o célculo de ufc/mL, utilizou-se a formula a

seqguir:

ufc/mL = numero de coldnias X 10"

Nessa formula, n equivale ao valor absoluto da diluicao (0, 1,

2 ou 3), e q equivale a quantidade, em mL, pipetada para cada diluicao
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quando nas semeaduras das placas. No presente estudo, q = 0,025 ja
que foram pipetados 25 pL para cada diluicdo. Os valores de ufc/mL

obtidos foram deixados em notagé&o cientifica.

Os valores de ufc/mL sdao extremamente elevados e, por
isso, considerados de dificil avaliacdo. As contagens de micro-
organismos, em ufc/mL, foram transformadas em logaritmo (log1o) para a
analise pretendida neste trabalho. No presente estudo foram realizadas
duas analises, sendo uma para os grupos experimentais (subgrupos:
P+L+75, P+L+100, P+L+125 e P+L+150) e a outra para os grupos
controles (subgrupos: P-L-, P+L-75, P+L-100, P+L-125, P+L-150 e P-L+).
Todas as condi¢cdes experimentais avaliadas foram comparadas com o
subgrupo controle positivo (P-L-). Os dados relativos aos grupos
experimentais apresentaram desvios de normalidade, bem como
heterocedasticidade (Shapiro-Wilks e Levene, a=0,05). Dessa forma,
utilizou-se estatistica ndo-paramétrica, a qual foi realizada por meio do
teste Kruskal-Wallis, com nivel de significancia de 5%. Ja com relagéo aos
grupos controles, os dados apresentaram normalidade e
homocedasticidade (Shapiro-Wilks e Levene, a=0,05) e puderam ser
analizados com inferéncias estatisticas paramétricas. Utilizou-se a Analise
de Variancia a um critério (One-way ANOVA), com nivel de significancia
de 5%.
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5 RESULTADOS

O numero de coldnias obtido em cada duplicata de todos os
espécimes utilizados neste estudo esta representado no Apéndice 3, no
qual as Tabelas 1A e 2A séo referentes a todas as condicdes

experimentais avaliadas.

5.1 Avaliagao macroscopica da indugao de candidose
oral nos animais

O modelo animal de indugao de candidose oral em lingua de
camundongo utilizado neste estudo mostrou-se adequadamente
reprodutivel, a partir da metodologia descrita por Takakura et al.?®. Lesoes
tipicas de candidose oral, como placas brancas ou pseudomenbranosas,
foram observadas no dorso da lingua de todos os animais infectados por
C. albicans, 5 dias apés a inoculagdo do micro-organismo (Figura 15). Em
média os animais com candidose apresentaram aproximadamente 10*°
ufc/ml de C. albicans, de acordo com as contagens realizadas nas placas

de petri.
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FIGURA 15 - Placas brancas ou
pseudomembranosas observadas
no dorso da lingua dos animais

imunossuprimidos.

A seguir, para facilitar a compreensao dos resultados, as
analises realizadas foram divididas em duas partes: Avaliagao in vivo da
efetividade da PDT para os grupos experimentais e avaliacdo dos grupos

controles.

5.2 Avaliagao in vivo da efetividade da PDT para os
grupos experimentais

Para verificagdo da efetividade da PDT, a avaliagdo dos
grupos experimentais também incluiu o subgrupo controle positivo (P-L-),
para efeito de comparacgéo.

A Tabela 2 apresenta as principais estatisticas descritivas

dos grupos PDT e do controle positivo.
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Tabela 2 - Medidas de tendéncia central e de variabilidade dos grupos
experimentais

Desvio Coef. Variacao

Grupos Média  Mediana Variancia Padrao (%) Max Min
P-L- 4,9321 4,5105 0,4062 0,6373 12,9215 5,6812 4,3909
P+L+75 4,7142  4,7966 0,2746 0,524 11,1153 5,2833 4,1206
P+L+100 1,0528  0,0000 2,0832 1,4433 137,0968 2,7324 0,0000
P+L+125 2,3397 1,7782 6,2701 2,504 107,0239 5,1644 0,0000
P+L+150 2,2636  2,7782 1,9189 1,3853 61,1963 3,6684 0,0000

Como pode ser observado na tabela acima, os resultados

médios dos grupos P-L- e P+L+ 75 parecem ser semelhantes, assim

como suas variancias e coeficientes de variagdo. Com relagdo ao grupo

P+L+ 100, pbéde-se observar que seus valores de média e mediana séo

discrepantes em relacdo aos demais grupos. Este grupo apresentou a

menor média absoluta, mediana nula e coeficiente de variagdo muito

elevado.

Foi interessante observar que a PDT promoveu completa

inativagdo fungica em 3, 2 e 1 animais tratados com 100, 125 e 150mg/L

de PDZ, respectivamente. Isso pode ser observado na Tabela 3.

Tabela 3 - Valores de Ufc/mL referente a cada amostra de cada

grupo experimental tratado com PDT

75mg/L

100mg/L

Concentragbes de PDZ

125mg/L

150mg/L

1.92E+05
1.70E+04
6.26E+04
1.38E+05
1.32E+04

3.40E+02
0.00E+00
0.00E+00
5.40E+02
0.00E+00

0.00E+00
0.00E+00
1.46E+05
5.70E+04
6.00E+01

1.20E+02
6.20E+02
0.00E+00
4.66E+03
6.00E+02
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Foi estimado um modelo linear de forma a identificar os
efeitos dos subgrupos para a elaboragcdo de quadro de anadlise de
variancia. Inicialmente, verificou-se que sobre o modelo linear proposto,
os pressupostos de homogeneidade dos residuos e normalidade foram
satisfeitos pelos testes de Levene e Shapiro-Wilks (a= 5%). Assim, foi
possivel a utilizacdo de métodos paramétricos de analise. Utilizou-se a
analise de variancia ANOVA a um critério.

Sob a hipétese nula de igualdade de médias com nivel de
significancia de 5%, elaborou-se o seguinte quadro ANOVA representado

pela Tabela a seguir:

Tabela 4 - Sumario da Analise de Variancia para o estudo de logo(Ufc)

em funcao dos grupos experimentais e controle positivo

Graus de Soma dos Quadrado

liberdade quadrados  médio F P
Grupo 4 57,116 14,279 6,5184 0,0016
Residuo 20 43,8116 2,1906

De acordo com a tabela acima, os dados indicam que pelo
menos um grupo apresenta média diferente dos demais, fato este ja
esperado em fungdo dos resultados da estatistica descritiva (Tabela 2).
Em razdo disso, um teste “post hoc” foi necessario para se determinar
quais grupos possuiam médias diferentes entre si. O resultado pode ser
visualizado na Tabela 5, que apresenta o teste de comparagdes multiplas
de Tukey (p < 0.05).
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Tabela 5 - Comparag¢des multiplas pelo teste de Tukey para os valores

médios de logqo(Ufc) - Grupos experimentais e controle positivo

Grupos  Médias M N Erro Padréo
P-L- 4,9321 a 5,0000 0,2850
P+L+75 4,7142 a 5,0000 0,2343
P+L+125 2,3397 ab 5,0000 1,1198
P+L+150 2,2636 ab 5,0000 0,6195
P+L+100 1,0528 b 5,0000 0,6455

Segundo a tabela apresentada, os grupos controle positivo
P-L- e grupo P+L+ 75 sdo semelhantes estatisticamente. Estes dois
grupos porém, possuem diferenca estatisticamente significante quando
comparados com o grupo P+L+ 100. Os grupos P+L+ 125 e P+L+ 150
sdo semelhantes entre si, semelhantes a P+L+100, e semelhantes a P-L-
e P+L+ 75. Péde- se observar também que o grupo controle teve a maior
média pontual enquanto que o grupo P+L+ 100 teve a menor media

pontual.

Estatisticas ndao-paramétricas

O teste de Kruskal-Wallis foi realizado posteriormente a
analise paramétrica uma vez que os grupos P-L- e P+L+ 75 que sao
estatisticamente semelhantes foram considerados semelhantes também
ao grupo P+L+ 150, e essas semelhangas ndo foram corretamente

observadas no grafico de média e intervalos de confianca (Grafico 1):
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GRAFICO 1 - Valores médios de C. albicans tiradas do dorso da lingua

de camundongo imunossuprimidos e intervalos de confianga (95%) do

grupo controle positivo (P-L-) e dos grupos tratados com PDT.

Apods realizacdo do teste ndo-paramétrico, sob a hipotese

nula de igualdade de médias a considerar 5% de significancia, rejeita-se a

hipétese nula com p - valor = 0,008. A Tabela 6 apresenta as

comparagdes multiplas.




Tabela 6 - Teste

Experimental
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de Comparagdes Multiplas - Postos Médios - Grupo

Postos
Grupos Médios M N Erro Padrao
P-L- 20,0000 a 5,0000 2,3397
P+L+75 18,6000 a 5,0000 2,3397
P+L+125 11,0000 b 5,0000 2,3397
P+L+150 9,5000 b 5,0000 2,3397
P+L+100 5,9000 b 5,0000 2,3397

Com base na tabela acima, péde-se observar que os grupos

P-L- e P+L+ 75 sao diferentes dos demais grupos. Este resultado deve-se

ao fato de que o teste de postos é robusto e apresenta um intervalo de

confianga mais conservador que o teste de Tukey apresentado na Tabela

5. Dessa maneira, é natural que distor¢des acontecam, principalmente

quando se comparam resultados de teste com intervalos de confiancga

conservadores com testes que possuem intervalos menos conservadores.

Para dirimir as duvidas, foram gerados 30.000 replicagdes

bootstrap (via computagéo intensiva) da amostra da média calculada de

cada grupo, obtendo-se assim, estimativas do intervalo de confianga de

95% para estas médias. Os resultados estdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 - Intervalo de confianga bootstrap (95%) para os grupos

experimentais - 30.000 replicagcbes

Lim.

Grupos Lim.Inf. Média Sup.
P-L- 4,4605 4,9321 5,4243
P+L+75 4,2997 4,7142 5,1286
P+L+100 0,0000 1,0528 2,1457
P+L+125 0,3556  2,3397 4,3237
P+L+150 1,1113 2,2636 3,1725

ApoOs analise dos dados acima citados, pdode-se observar
que nao houve ponto de intersec¢cao dos grupos P-L- e P+L+ 75 com o
grupo PDT 150. De acordo com essa segunda analise, houve diferenca
estatisticamente significante dos grupos P+L+ 100, P+L+125 e
P+L+150mg/L de PDZ, quando comparados com o grupo controle positivo
P-L-. Entretanto, a associagdo de 100mg/L de PDZ com luz LED
vermelha, promoveu elevada redugdo na viabilidade celular de C.
albicans, que foi de aproximadamente 4.36 logqo. Para os grupos P+L+75,
P+L+125 e P+L+ 150mg/L observou-se uma redugao de 0.22, 2.72 e 2.43

log1o, respectivamente.

5.3 Avaliagdao dos grupos controles - Animais
expostos somente a luz ou somente ao FS.

O objetivo da avaliagdo dos grupos de animais expostos
somente a luz ou ao FS foi para verificar um possivel efeito toxico desses

fatores isoladamente. Dessa maneira, a analise desses grupos de dados
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também inclui o subgrupo P-L-, possibilitando a comparacéo dos valores
obtidos em cada subgrupo em relagédo ao controle positivo.

O grupo controle foi formado por 5 subgrupos,
representados pela utilizagdo de fotossensibilizador (FS), dose de luz ou
nenhum deles como descrito no Quadro 1 (Materiais e métodos).
Inicialmente procedeu-se a analise descritiva dos dados por meio do
calculo das medidas de resumo. Na Tabela 8 estdo apresentadas as
principais medidas tendéncia central e de variabilidade dos grupos
controle. Cada grupo foi formado por 5 unidades amostrais cujas medidas

sdo expressas em logqo (UFC/mL).

Tabela 8 - Medidas de tendéncia central e de variabilidade dos grupos

controle
Desvio  Coef. Variagao

Grupos Média Mediana Variancia Padréo (%) Max Min
P-L- 49321 45105 0,4062 0,6373 12,9215 5,6812 4,3909
P+L-75 5,4169 5,4014 0,0455 0,2133 3,9379 5,7259 5,1987
P+L- 100 5,0647 5,1875 0,1282 0,3581 7,0701 5,3424 4,4378
P+L- 125 4,6934 4,549 0,1512  0,3888 8,2841 5,2553 4,3579
P+L- 150 4,8428 49685 0,2387 0,4886 10,0895 5,2695 4,1271
P-L+ 4,8450 4,8299 0,1391 0,373 7,6978 5,3385 4,301

Os resultados acima apresentados demonstram que parece
haver semelhanca entre as medidas de tendéncia central (média e
mediana) para os seis subgrupos. Para confirmar ou rejeitar a hipotese de
que o comportamento nesses subgrupos é semelhante, procedeu-se a
analise estatistica inferencial.

De forma semelhante ao executado para os grupos
experimentais, um modelo linear paramétrico foi utilizado, de modo que
ANOVA pode ser realizada. Neste caso os residuos de modelo linear

utilizados apresentaram normalidade e homogeneidade de variancias
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(testes de Levene e Shapiro-Wilks, respectivamente) a considerar um erro
de 5%. Dessa maneira o procedimento adotado foi o estudo de diferengas
de médias pela Analise de Variancia com um fator (One-Way ANOVA).
Sob a hipotese nula (Hp) de igualdade de médias com nivel
de significancia de 5%, elaborou-se o seguinte quadro ANOVA

representado pela Tabela 9.

Tabela 9 - Sumario da Andlise de Variancia para o estudo de log1o (Ufc)

em funcao dos grupos controles

Graus de Soma dos Quadrado

liberdade quadrados médio F P
Grupo 5 1,5916 0,3183 1,7223 0,1678
Residuo 24 4,4356 0,1848

De acordo com o resultado exposto na Tabela 8, a Hy nao foi
rejeitada, ou seja, foi aceita a existéncia de igualdade de médias a
considerar o nivel se significancia de 5% (p — valor = 0,1464).

Dessa maneira, pode-se dizer que os grupos que utilizaram
apenas o FS PDZ (P+L- 75, 100, 125 e 150mg/L) apresentaram médias
estatisticamente iguais entre si, e que o uso da PDZ somente, n&o teve
efeito na diminuigéo da viabilidade celular de C. albicans em comparagéo
com o subgrupo P-L-. Semelhantemente, o uso da luz LED vermelha
somente, também n&o causou efeito algum na viabilidade fungica. Péde-
se verificar entdo que todos esses grupos apresentaram médias
estatisticamente iguais ao grupo controle positivo (P-L-), como pode ser

melhor observado no Grafico 2.
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GRAFICO 2 — Valores médios de log:, (Ufc/mL) com os respectivos
intervalos de confianga (95%) do grupo controle positivo (P-L-) e todos os
outros grupos controles (P+L- 75mg/L, P+L- 100mg/L, P+L- 125mg/L,
P+L- 150mg/L and P-L+).

5.4 Avaliagao da analise histologica realizada nas
linguas dos animais.

A andlise histolégica foi realizada nas linguas de todos os
animais utilizados no estudo por meio de microscopia de luz com aumento
de 200 vezes. Com relagdo aos grupos experimentais, nos cortes
histolégicos dos animais tratados com PDT 100mg/L de FS (grupo P+L+
100), péde-se observar o epitélio integro com discreta acantose e apenas
algumas papilas epiteliais. O referido epitélio estava recoberto por uma
espessa camada de ceratina livre da presenca de fungo. O tecido
conjuntivo subjacente ainda demonstrava alguns linfécitos em meio a
fibroblastos, capilares sanguineos e fibras de colageno. As fibras
musculares apresentavam caracteristicas histolégicas de normalidade.
Tais caracteristicas foram observadas em 3 espécimes deste grupo dos 5

avaliados (Figura 16). No 4° espécime, constatou-se discreta presenga de
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Candida albicans (hifas e blastoporos) em meio a delgada camada de
ceratina, a qual recobria homogeneamente o epitélio ligeiramente
acantético. No 5° espécime observou-se intensa presenga do micro-
organismos (hifas e blastéporos) junto @ camada de ceratina que reveste
homogeneamente o epitélio acantotico (Figura 17).

Para o grupo P+L+ 125mg/L, foi possivel observar por meio
da analise histolégica que em 3 espécimes avaliados havia presenga do
fungo (hifas e blastoporos) na camada de ceratina que recobre o epitélio
acantético e que tal epitélio apresentava poucas papilas. O tecido
conjuntivo subjacente possuia poucos linfocitos em meio a fibroblastos,
fibras colagenas e discretos capilares sanguineos. Ja o tecido muscular
exibia caracteristicas histolégicas de normalidade (Figura 18). Nos outros
2 espécimes nao se observou presencga de micro-organismos na camada
de ceratina, estando o tecido conjuntivo subjacente e o tecido muscular
com caracteristicas de normalidade (Figura 19).

Ja os cortes histologicos realizados para o grupo P+L+
150mg/L, em 4 espécimes havia presenca de Candida as quais estavam
em suas duas formas (hifas e blastoporos) em meio a camada de
ceratina. Essa ceratina recobria o epitélio que se apresentava com
acantose e com poucas papilas. O tecido conjuntivo subjacente
demonstrou capilares sanguineos e linfocitos em meio a fibroblastos e
colageno. Os feixes musculares apresentavam-se sem alteragdes (Figura
20). Em apenas 1 espécime ndo se observou contaminagdo da camada
de ceratina. Neste caso, tanto o tecido epitelial, quanto o conjuntivo e o
muscular exibiam caracteristicas de normalidade (Figura 21).

Com relagao ao grupo controle positivo, os cortes mostraram
o epitélio da lingua com discreta acantose e perda de grande numero de
papilas. A camada de ceratina que reveste esse epitélio apresentava-se
com grande quantidade do fungo, C. albicans, o qual estava presente
tanto na forma de hifas/pseudohifas quanto blastéporos. O tecido

conjuntivo subjacente exibia discreta reacéo inflamatéria com predominio
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de linfécitos em meio a fibroblastos, fibras colagenas e pequena
quantidade de capilares sanguineos. As fibras musculares estavam
organizadas em feixes sem altera¢des significativas. De maneira geral,
observou-se atrofia lingual (Figura 22). E importante ressaltar que o
subgrupo  P+L+75mg/L  apresentou caracteristicas  histologicas
semelhantes ao controle positivo para todos os espécimes avaliados.

De acordo com a analise realizada, os cortes histologicos
dos demais grupos controles, que constituiem os subgrupos (P+L- 75,
P+L-100, P+L-125, P+L-150 e P-L+ 37,5J/cm2) que utilizaram apenas
fotossensibilizador ou apenas luz, exibiam discreta acantose e perda de
grande numero de papilas. A camada de ceratina que reveste esse
epitélio apresentava-se com grande quantidade do fungo, C. albicans, o
qual estava tanto na forma de hifas/pseudohifas quanto blastéporos. O
tecido conjuntivo subjacente exibia discreta reacdo inflamatoéria com
predominio de linfécitos em meio a fibroblastos, fibras colagenas e
pequena quantidade de capilares sanguineos. As fibras musculares
estavam organizadas em feixes sem alterag¢des significativas. De maneira
geral, observou-se atrofia lingual. Tais caracteristicas histolégicas foram
semelhantes as observadas no grupo controle positivo (Figura 23)

Os cortes histologicos do grupo controle negativo exibiam
epitélio integro com espessa camada de ceratina e numerosas papilas
epiteliais curtas quando comparada ao controle positivo. O tecido
conjuntivo subjacente apresentou numerosos fibroblastos em meio as
fibras colagenas e capilares sanguineos. As fibras musculares estavam
organizadas em feixes com caracteristicas histolégicas de normalidade
(Figura 24).
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FIGURA 17 - (Grupo P+L+100): Presenca
de hifas/pseudohifas (seta) em meio a
delgada camada de ceratina que recobre o
epitélio ligeiramente acantético. Observado
em 2 espécimes.

FIGURA 16 - (Grupo P+L+100): Epitélio
integro com discreta acantose (seta) e
recoberto por espessa camada de
ceratina. Auséncia de hifas/pseudohifas.
Tecidos conjuntivo e muscular com

caracteristicas histolégicas de
normalidade. Observado em 3
espécimes.

>
FIGURA 18 - (Grupo P+L+125): FIGURA 19 - (Grupo P+L+125): Auséncia de
Presenca de hifas/pseudohifas (seta) micro-organismos na camada de ceratina
em meio a delgada camada de (seta) que apresentava-se sem alteragoes.
ceratina que recobre o epitélio Observado em 2 espécimes.

acantético. Observado em 3



FIGURA 20 - (Grupo P+L+150):
Presencga de hifas (seta)e blastéporos
em meio a camada de ceratina
recobrindo o epitélio acantético. Foi
observado em 4 espécimes.

FIGURA 22 - (Grupo P-L- e P+L+75):
Epitélio acantético, com presenca de
hifas/pseudohifas (seta) e
blastéporos. Tecido conjuntivo
adjacente com discreta reacéo
inflamatéria. Observado nos 5
espécimes de cada grupo.
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FIGURA 21 - (Grupo P+L+150):
Observou-se em 1 espécime desse
grupo, auséncia de fungo na camada
de ceratina (seta). Tecidos epitelial,
conjuntivo e muscular sem alterages.

FIGURA 23 - (Grupos P+L- e P-L+):
Presenca de numerosas
hifas/pseudohifas e blastoporos
(seta) semelhantemente ao grupo P-
L-. Observado em todos os
espécimes.



FIGURA 24 - (Grupo CN): Espessa
camada de ceratina (A), epitélio integro
(B), tecido conjuntivo com numerosos
fibroblastos em meio a colageno e
capilares (C). Auséncia de micro-
organismos nos 5 espécimes avaliados.
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6 DISCUSSAO

A Candida albicans é considerada a principal espécie
fungica relacionada ao desenvolvimento da candidose oral, que € uma
das infeccbes mais prevalentes em humanos''. A literatura disponivel
sugere que este patdbgeno atua de forma oportunista, dessa forma,
algumas alteracdes locais e sistémicas tais como habito de fumar,
alteragcdes de pH, uso de proteses removiveis, xerostomia, diabetes
melitus, imunossupressao por drogas, e 0 uso de antibiéticos de amplo
espectro podem atuar como fatores predisponentes ao desenvolvimento
da infeccado por Candida®. A forma mais comum de candidose oral é
conhecida como estomatite protética, uma infecgdo que se desenvolve
apos adesdo, colonizagdo e proliferacdo de espécies fungicas e
bacterianas nos tecidos bucais e nas superficies internas das proteses®>’.

A Terapia Fotodinamica, PDT, vem sendo apontada como
um método alternativo na inativagdo microbiana, incluindo alguns tipos de
virus, bactérias e fungos "1349°%€0 A inativagdo de espécies de Candida
por meio da PDT também tem sido relatada por autores que realizaram

estudos in vitro®724:27.58

Dessa maneira, o processo de inativacéo
fotodindmica é baseado na administracdo de um fotossensibilizador (FS).
A subsequente irradiacdo com luz visivel, na presenca de oxigénio produz
danos celulares que inativam os micro-organismos. Alguns estudos tém
sugerido que o efeito da PDT sobre células fungicas depende das

propriedades do fotossensibilizador utilizado?*°.

Um FS para ser
considerado efetivo deve conseguir absorver luz visivel, sendo excitado
ao seu estado triplo e entdo transferir energia ao oxigénio molecular. De
forma geral, os FSs sédo aplicados externamente a célula e, por isso, a
membrana celular do micro-organismo parece ser o alvo inicial do

processo fotodinamico?'.
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O Photodithazine (PDZ), um derivado de clorina eg, € uma
nova substancia fotossensibilizadora que vem sendo utilizada na terapia
fotodindmica. De acordo com alguns estudos este composto tem
mostrado maior eficiéncia fotodinamica em relagdo as porfirinas e

hematoporfirinas?+°

. O PDZ j& mostrou sua eficiéncia fotodindmica
quando foi associado a uma luz visivel para inativagdo de suspensdes
celulares de C. guilliermondi/48. O mesmo composto também comprovou
sua eficiéncia em um estudo que avaliou a fotoinativacdo de placa
bacteriana em modelo de biofilme oral. Nesse estudo os autores
concluiram que o PDZ pode ser utilizado na terapia fotodindmica para o
tratamento de periodontite crénica, pois reduziu a formacao de biofilme
em aproximadamente 80%*. Entretanto o nimero de estudos in vivo
realizados com o objetivo de confirmar a efetividade da PDT na inativagao
de Candida spp é escasso?®3°°2,

O objetivo do presente estudo foi avaliar a efetividade da
PDT na inativagdo de C. albicans presentes no dorso da lingua de
camundongos em um modelo de candidose oral. Os resultados
demonstraram que a PDT promoveu uma redugéo significativa na
viabilidade celular de C. albicans coletadas da lingua dos animais, quando
comparadas com os animais do grupo controle positivo (P-L-). Estes

.52 ¢ Mima et al.®®

resultados estdo de acordo com os de Teichert et a que
também comprovaram a efetividade da PDT na inativacédo de Candida
spp. De acordo com a analise estatistica realizada, os resultados do
presente estudo ndo demonstraram diferenca significante entre os grupos
tratados com PDT que utilizaram 100, 125 e 150mg/L de PDZ. Entretanto,
a utilizagdo de 100mg/L resultou na maior redugdo de células de C.
albicans, que foi equivalente a 4.36 logqo. E importante ressaltar que a
inativacao total de C. albicans foi verificada em trés animais pertencentes
a este grupo experimental apos a PDT. Alguns estudos tém demonstrado
a fotoinativagédo de C. albicans por meio da PDT mediada por azul de

metileno® e porfirinas®. Teichert et al.>® utilizou elevadas concentragdes
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de azul de metileno (450 a 500ug/L) para obter a erradicagdo de C.
albicans, sendo a maior redugao obtida de aproximadamente 3 logio. No
estudo conduzido por Mima et al.**, o FS Photogem® foi utilizado nas
concentragdes de 400, 500 e 1000mg/L e a redug&o na viabilidade celular
encontrada foi de 1.05, 1.59 e 1.40 log+o, respectivamente. Além disso,
estes estudos utilizaram altas doses de luz para obter fotoinativagéo
fungica, quando comparados com o presente estudo.

As diferentes concentracbes de FS e doses de luz
necessarias para fotoinativagdo em cada estudo mencionado pode ser
justificada pela natureza de cada FS utilizado. Os derivados de clorina eg
séo eficientes FSs com alta formacao de oxigénio singlete, dessa
maneira, baixas concentra¢des de substancia fotossensibilizadora podem
ser necessarias para promover efetividade na PDT?*#®, Além disso, esse
alto rendimento quantico de formacéo de oxigénio singlete, faz com que o
tempo de iluminacédo seja reduzido. No entanto, € importante ressaltar
que o uso de PDZ em elevadas concentragbes tais como 125, 150mg/L,
nao aumentou a efetividade da PDT no presente estudo. Esses resultados

1.3°, que utilizou um FS

corroboram aqueles observados por Mima et a
derivado de porfirina em altas concentragbes como mencionado
anteriormente. Tem sido sugerido a possibilidade de formacgédo de
agregados da substancia fotossensibilizadora quando esta é utilizada em
altas concentracdes e isso pode ser a causa da redugdo da eficacia
terapéutica da droga. A agregacao ocasiona alteragdo no comportamento
fotofisico da substdncia reduzindo o tempo de vida de um
fotossensibilizador no seu estado triplete excitado, resultando em um
decréscimo na sua eficiéncia fotodindmica em produzir espécies reativas
de oxigénio®'®. Na presente investigacdo, o uso de 100mg/L de PDZ foi
adequado para promover a inativagdo de C. albicans, ja o aumento na
concentragdo do FS pode néo ser recomendado, devido a possibilidade
de formacéo de agregados, o que pode fazer com que a efetividade da

PDT seja reduzida.
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As analises histolégicas realizadas demonstraram que a
PDT nao provocou reagdes adversas nos tecidos das linguas avaliadas,
pois estes exibiam caracteristicas histolégicas de normalidade.
Independente do tipo de tratamento realizado, baixa resposta inflamatéria
foi observada nos tecidos subjacentes ao epitélio lingual de todos os
animais que receberam inoculagdo por Candida albicans. Nas analises
realizadas para os animais pertencentes ao grupo controle negativo (CN),
Oou seja, animais que nao receberam inoculagédo por fungo, nenhuma
resposta inflamatoria nos tecidos linguais foi observada. Dessa maneira,
pode-se sugerir que a reacgao inflamatoria verificada nos tecidos dos
camundongos que receberam tratamento pode estar associada a infecgéo
por Candida, e ndo a PDT. Estes resultados sdo semelhantes aos
observados no estudo conduzido por Mima et al.*®>, no qual os autores
verificaram baixa resposta inflamatéria nos tecidos subjacentes ao epitélio
lingual de todos os animais que receberam inoculagdo por Candida
albicans, independente de terem sido submetidos a PDT. Todavia,

1.2 que avaliaram a efetividade da PDT em ratos com

Junqueira et a
candidose oral induzida, verificaram poucas alteragdes epiteliais € menor
resposta inflamatéria nas linguas dos animais dos grupos tratados com
PDT, quando comparados aqueles dos grupos que receberam apenas
aplicagéo de luz. Essa divergéncia relacionada a intensidade da reagéo
inflamatoéria observada nesses estudos pode ser justificada pela utilizagdo
de diferentes fotossensibilizadores, tempos de iluminagédo assim como
diferentes metodologias de indugdo de candidose oral. E importante
ressaltar que as analises dos cortes histologicos realizados para os
grupos tratados com PDT demonstraram a presenca de pequeno numero
de hifas na camada de ceratina, em compara¢gdo com o grupo controle
positivo  (P-L-). Adicionalmente, verificou-se a presenca de
hifas/pseudohifas na camada de ceratina nas linguas dos animais dos
grupos P+L-, P-L+ e P-L-. Nao foi observado invaséo de hifas no epitélio

lingual. Os resultados do presente estudo podem ser comparados aqueles
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1%, Estes

encontrados por Teichert et al.*?, Junqueira et al.?® e Mima et a
autores também verificaram presenca de hifas/pseudohifas na camada de
ceratina, sem invasao das mesmas nas camadas epiteliais. No entanto,
na investigagdo conduzida por Takakura et al.’’, a analise realizada
demonstrou numerosas hifas no epitélio do dorso das linguas dos animais
e destruicdo das camadas epiteliais.

Para inducdo de candidose oral em camundongos a
metodologia utilizada neste estudo promoveu lesbes brancas ou
pseudomembranosas no dorso da lingua de todos os animais avaliados
associadas a valores médios de unidades formadoras de colbnia por
mililitro (UFC/mL) de C. albicans equivalentes a 10*® UFC/mL. Esses
valores sdo semelhantes aqueles encontrados por Mima et al.>® (10*°
UFC/mL), que também verificaram a presenca de lesdes brancas e
pseudomembranosas nas linguas dos camundongos. Esses resultados

corroboram parcialmente aqueles verificados por Takakura et al,*

que
embora tenham observado lesGes brancas, constataram maiores valores
de UFC de Candida coletados da cavidade oral dos mesmos (10%°
UFC/mL). A semelhanca nos valores de UFC/mL observados entre a
presente investigacdo e o estudo realizado por Mima et al®. pode ser
atribuida as cepas de C. albicans utilizadas para a inducao da infecgao
bucal. Nesses estudos, utilizou-se uma cepa de referéncia (ATCC) para
indugao de candidose, enquanto que na investigacao de Takakura et al.*®,
os autores utilizaram um isolado clinico de um paciente com candidiase
cutanea. Tem sido demonstrado que isolados clinicos provenientes de
pacientes com sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) ou de
pacientes com estomatite protética apresentam maior adeséo as células
epiteliais do que os isolados provenientes de individuos saudaveis 434,
Diferentes investigagdes in vivo vém sendo conduzidas para
o desenvolvimento de metodologias de indug&o de candidose em animais,
de forma a se obter infecgbes reprodutiveis e semelhantes ao observado

em humanos®20°%%* Teichert et al.>? utilizou um protocolo no qual os
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camundongos utilizados apresentavam imunodeficiéncia combinada
severa (SCID) para inducdo de candidose oral, e coletou
aproximadamente 2 x 10> CFU/mL de Candida spp. da cavidade bucal
dos animais infectados. Outro exemplo de técnica foi a indugdo de C.

1> Nesse

albicans por meio da sialoadenectomia conduzida por Jorge et a
estudo, os ratos utilizados tiveram a maioria de suas glandulas salivares
removidas cirurgicamente. Os autores observaram que durante todo o
periodo experimental, os animais sialoadenectomizados apresentaram
infecgdo por C. albicans mais intensa quando comparados aos animais
normais®™®*, sendo o ndmero médio de C. albicans recolhidos da
cavidade oral dos animais com xerostomia de aproximadamente 3,73 x
10* UFC/mL. Recentemente, um estudo clinico realizado com pacientes
com candidose oral demonstrou que o numero médio de células viaveis
de espécies de Candida coletadas da mucosa bucal desses individuos
era em torno de 4,14 x 10° UFC/mL*. Nakajima et al.*’, determinaram a
quantidade de Candida spp. da cavidade oral de pacientes com lesbes
orais de candidose. O valor médio em UFC/mL obtido de células fungicas
coletadas da saliva desses individuos foi de 158,3 x 10°. Dessa maneira,
pode-se sugerir que o método de inducao de candidose oral por meio de
imunossupressao utilizado no presente estudo parece ser o0 mais
reprodutivel da infecgdo, uma vez que esse método promoveu valores
médios de células de Candida semelhantes aqueles encontrados em
pacientes com essa infecgéo.

Com base na andlise estatistica desta investigagdo foi
possivel ainda observar que nédo houve diferenca significante entre o
grupo controle positivo (P-L-) com os grupos P+L- (P+L- 75, P+L- 100,
P+L- 125 e P+L- 150) e P-L+. A utilizagédo apenas de PDZ e/ou a
aplicagédo de luz LED somente ndo causou danos as células de C.
albicans. O efeito fungicida da luz laser na auséncia de FS foi
demonstrado em estudos conduzidos por Maver-Biscanin et al.>***. Esses

resultados nao estdo de acordo com os obtidos no presente estudo, no
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qual o tipo de luz utilizado ndo foi toxico as células fungicas. As
divergéncias entre os estudos acima mencionados podem ser atribuidas
as diferentes doses e intensidades de luz aplicadas nos experimentos.
Adicionalmente, o tipo de luz utilizado também foi diferente, uma vez que
nesta investigagdo utilizou-se luz LED, e nas realizadas por Maver-
Biscanin et al.**** a luz utilizada foi laser. Em outra investigagado® os
autores também fizeram uso de luz LED assim como no presente estudo,
e verificaram que o uso desse tipo de luz somente ou a aplicacao de FS
apenas, nao causou danos as células de C. albicans.

Considerando os resultados do presente estudo juntamente
com aqueles obtidos nas investigagdes anteriormente mencionadas, é
possivel sugerir que o modelo animal experimental de candidose bucal
utilizado foi um método adequado para a reproducédo dessa infeccéo, e
que a PDT foi efetiva na reducédo da viabilidade celular de C. albicans
presentes nas lesbes. A associacado da indugdo de candidose oral em
modelos animais experimentais e o subsequiente tratamento por meio da
PDT parecem simular adequadamente situagcbes encontradas
clinicamente. Entretanto, os resultados da presente investigacdo né&o
podem ser extrapolados a situag¢des clinicas uma vez que os individuos
apresentam variacbes em suas condi¢des orais como diferentes habitos
alimentares, composi¢cdo da microbiota oral e diferente fluxo salivar.
Dessa maneira, estudos futuros s&o necessarios para se determinar
parametros clinicos efetivos para uma adequada resposta a PDT em

pacientes com candidose oral.



Conclusio



7 CONCLUSAO

De acordo com as condigbes experimentais avaliadas os

resultados obtidos permitiram concluir que:

» A PDT promoveu reducdo significativa dos valores de
UFC/mL de C. albicans presentes nas lesdes bucais dos
camundongos com candidose oral induzida por meio da
aplicacéo de 100, 125 e 150mg/L de PDZ;

» A PDT, com a utilizagdo de 100mg/L de FS resultou na
maior reducéo de células de C. albicans que foi equivalente

a 4.36 logo;

» A PDT néo provocou efeitos adversos nos tecidos das
linguas dos animais avaliados, independente das condi¢des

experimentais;

» O PDZ possui adequada acdo antifungica podendo ser

considerado um FS efetivo para ser utilizado em PDT;

» O método de indugédo de candidose utilizado foi adequado

para reproducao dessa infecgéo.
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APENDICE 1

e 5000mg/L — concentragao de solugdo de PDZ.

e Preparo de Concentragdo de 75mg/L de PDZ para o volume

final de 400pL (5 animais com aplicagao de 70uL em cada):

5000mg/L-------- 100% 400pL ----------- 100%
75mg/L - X y - 1,5%
X=1,5% y = 6uL de PDZ

394l se solugdo salina

e Preparo de Concentragdo de 100mg/L de PDZ para o

volume final de 400uL (5 animais com aplicagcao de 70uL em

cada):
5000mg/L-------- 100% 400pL ----------- 100%
100mg/L  -------- X A ——— 2%
X=2% y = 8uL de PDZ

392puL se solugao salina

e Preparo de Concentracédo de 125mg/L de PDZ para o

volume final de 400uL (5 animais com aplicagéo de 70uL em

cada):
5000mg/L-------- 100% 400pL ----------- 100%
125mg/L - X y - 2,5%
X=2,5% y = 10uL de PDZ

390puL se solugado salina
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e Preparo de Concentragdo de 100mg/L de PDZ para o

volume final de 400uL (5 animais com aplicagcao de 70uL em

cada):
5000mg/L-------- 100% 400pL ----------- 100%
150mg/L  -------- X y o e 3%
X=3% y = 12uL de PDZ

388pL se soluga salina
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APENDICE 2

Calculo do tempo de iluminagéo:

Dose de luz (J/cm?) = Poténcia (W/cm?) x Tempo de iluminacéo (seg)

Dose de luz = 37,5J/cm?

Poténcia do aparelho = 44,5mW = 0,0445W

37,5J/cm? = 0,0445W/cm? x T

T = 833,33 segundos + 60 = 14minutos de iluminagao
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APENDICE 3

Tabela 1A — Valores originais obtidos da coleta de C. albicans ATCC, das
linguas dos camundongos submetidos a PDT, apos 48 horas da semeadura

em placas de Petri

Numero de colbnias viaveis

Grupos PDT  Amostra Duplicata 1 Duplicata 2 Média Ufc/mL Log1g

P+L+ 75 mg/L 1 52 44 48 1,92E+05 5,283303
2 54 31 42,5 1,70E+04 4,230474
3 203 110 156,5 6,26E+04 4,796581
4 37 32 34,5 1,38E+05 5,139882
5 31 35 33 1,32E+04 4,120607
P+L+ 100 mg/L 1 3 14 8,5 3,40E+02 2,532754
2 0 0 0 0,00E+00 0
3 0 0 0 0,00E+00 0
4 18 9 13,5 5,40E+02 2,733197
5 0 0 0 0,00E+00 0
P+L+ 125 mg/L 1 0 0 0 0,00E+00 0
2 0 0 0 0,00E+00 0
3 31 42 36,5 1,46E+05 5,164356
4 153 132 142,5 5,70E+04 4,755882
5 0 3 1,5 6,00E+01 1,78533
P+L+ 150 mg/L 1 0 6 3 1,20E+02 2,082785
2 13 18 15,5 6,20E+02 2,793092
3 0 0 0 0,00E+00 0
4 111 122 116,5 4,66E+03 3,668479
5 17 13 15 6,00E+02 2,778874
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Tabela 2A — Valores originais obtidos da coleta de C. albicans ATCC, dos
camundongos submetidos apenas a luz ou ao FS ou aqueles que receberam apenas
inolculag@o fungica ou nio receberam tratamento algum, apés 48 horas da semeadura

em placas de Petri.

NuUmero de colbnias viaveis

Grupos Controles Amostra  Duplicata1  Duplicata 2 Média Ufc/mL Log1o
P-L+ 37,5J/cm? 1 56 53 54,5 2,18E+05 5,338458
182 156 169 6,76E+04  4,829953
3 140 170 155 6,20E+04  4,792399
4 51 49 50 2,00E+04 4,301052
5 100 114 107 9,19E+04  4,96332
P+L- 75 mg/L 1 55 71 63 2,52E+05 5,401402
2 38 41 39,5 1,58E+05  5,19866
3 130 136 133 5,32E+05 5,725912
4 96 67 81,5 3,26E+05 5,513219
5 47 41 44 1,76E+05  5,245515
P+L- 100 mg/L 1 58 79 68,5 2,74E+04  4,437766
2 48 62 55 2,20E+05 5,342425
3 38 43 40,5 1,62E+05  5,209518
4 46 31 38,5 1,54E+05 5,187524
5 31 39 35 1,40E+05  5,146131
P+L- 125 mg/L 1 58 61 59,5 2,38E+04  4,376595
2 82 95 88,5 3,54E+04  4,549016
3 53 61 57 2,28E+04  4,357954
4 226 198 212 8,48E+04  4,928401
5 41 49 45 1,80E+05  5,255275
P+L- 150mg/L 1 21 24 22,5 9,00E+02  2,954725
2 28 26 27 1,08E+03  3,033826
3 47 46 46,5 1,86E+05  5,269515
4 48 44 46 1,84E+05 5,2482
5 50 31 35,5 9,30E+04  4,968464
P-L- 1 126 144 129 4,80E+05 5,681242
2 73 87 80 3,20E+04  4,505164
3 96 91 93,5 3,74E+05 5,572873
4 66 57 61,5 2,46E+04  4,390953
5 76 86 81 3,24E+04  4,510558
CN 1 0 0 0 0,00E+00 0
2 0 0 0 0,00E+00
3 0 0 0 0,00E+00 0
4 0 0 0 0,00E+00 0
5 0 0 0 0,00E+00 0
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Autorizo a reprodugao deste trabalho

(Direitos de publicagao reservado ao autor)
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