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Costa ACBP. Avaliacao da Terapia Fotodinamica em Candida albicans in
vitro e in vivo [dissertacdo]. S&o José dos Campos: Faculdade de
Odontologia de S&o José dos Campos, UNESP- Univ Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, 2011.

RESUMO

Os objetivos do presente estudo foram avaliar a acdo antifungica da
Terapia Fotodinamica (TFD) em culturas plancténicas e biofilmes de
Candida albicans formados in vitro e em modelo de candidose
experimental em camundongos, bem como sua interferéncia na aderéncia
de C. albicans as células epiteliais bucais humanas in vitro. Foi utilizada
cepa padrao de C. albicans (ATCC 18804) para os ensaios. Como fonte
de luz foi utilizado o Diodo Emissor de Luz (LED) com emisséao de luz
verde (532+10 nm) com poténcia de 90 mW e fotossensibilizador
eritrosina nas concentragoes variando de 200 a 0,39 pM para os ensaios
em cultura placténica. O biofilme foi formado em placas de 96 pocos e
tratado com o fotossensibilizador eritrosina na concentragcao de 400 uM e
luz LED. 56 camundongos machos e adultos foram imunossuprimidos e
inoculados com suspensdes contendo 10° células/mL de C. albicans. Os
animais foram submetidos a TFD mediada pelo corante eritrosina (400
uM) e irradiados por LED. Antes e ap0s os tratamentos, foram
recuperadas leveduras da cavidade bucal dos animais. As leveduras
recuperadas apos a TFD e grupo controle foram avaliadas quanto a
interferéncia da TFD na aderéncia de C. albicans as células do epitélio
bucal humano. Em seguida, os animais foram sacrificados e as linguas
retiradas para analise macroscoépica e histolégica. Os biofilmes, linguas e
laminas de aderéncia foram também analisados por Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV). A analise dos dados foi feita por ANOVA
e Teste de Tukey, teste t de Student e Kruskal-Wallis (P < 0,05). A TFD
aplicada a cultura plancténica de C. albicans foi dose-dependente com
reducao significativa a partir da menor concentracao testada (0,39 uM) e
100% de morte das células a partir de 3,12 pM. A TFD em biofilme
formado in vitro reduziu 0,74 logix de C. albicans com redugdo de
leveduras e hifas verificada por MEV. In vivo, ocorreu reducdo de C.
albicans de 0,73 logip € 35% de aderéncia as células epiteliais bucais,
porém nao houve reducdo significativa das lesbes macroscoépicas e
histologicas. A MEV revelou numerosas hifas e alteragbes na lingua.
Foram encontrados blastoconidios em brotamento e tubos germinativos
aderidos as células epiteliais bucais analisadas por microscopia de luz e



MEV. Os resultados demonstraram que a terapia fotodinamica, mediada
por eritrosina e LED verde, foi efetiva contra culturas planctbnicas e
biofimes de C. albicans formados in vitro e apresentou atividade
antifngica para o tratamento de candidose bucal em modelo murino sem
danificar os tecidos adjacentes. A aderéncia de C. albicans as células
epiteliais bucais humanas foi significativamente reduzida apés a terapia
fotodinamica.

Palavras-chave: Candida albicans. Terapia Fotodinamica. Eritrosina.
Candidiase bucal. Adeséao celular.



Costa ACBP. In vitro and in vivo evaluation of Photodynamic Therapy on
Candida albicans [dissertation]. Sdo José dos Campos: School of
Dentistry of S&o José dos Campos, UNESP- Univ Estadual Paulista;
2011.

ABSTRACT

The aims of the present study were evaluate the antifungal action of
Photodynamic Therapy (PDT) on Candida albicans planktonic cultures
and biofilms formed in vitro and experimental candidosis model in mice, as
well as its interference on C. albicans adherence on humans buccal
epithelial cells in vitro. Standard strain of C. albicans (ATCC 18804) was
used for assays. Green Light Emitting Diode (LED- 532 + 10 nm) was
used as light source with an output power of 90 mW and erythrosine
photosensitizer at concentrations range from 200 to 0.39 pM for the
assays on plaktonic cultures. The biofilm was formed on plates of 96- wells
and treated with the erythrosine photosensitizer at a concentration of 400
MM and LED light. 56 adults and males mice were immunosuppressed and
inoculated with suspensions containing 10° cells/ mL of C. albicans. The
animals were submitted to erythrosine dye- mediated PDT (400 uM) and
irradiated by LED. Before and after the treatments, yeasts from the
animals” oral cavities were recovered. The yeasts recovered after PDT
and control group were evaluated for interference of PDT on C. albicans
adherence to humans buccal epithelial cells. Following, the animals were
sacrified and their tongues taken away for macroscopic and histological
analysis. The biofilms, tongues and adherence slices were also analized
by Scanning Electron Microscopy (SEM). The analysis of the dates were
done by ANOVA and Tukey test, Student t test and Kruskal-Wallis (P <
0.05). PDT applied on C. albicans planktonic culture was concentration-
dependent with significant reduction from minor concentration tested (0.39
puM) and 100% of cells death from 3.12 uM. C. albicans biofilm formed in
vitro was reduced 0.74 logip by PDT with reduction of yeasts and hyphaes
verified by SEM. In vivo, 0.73 logio of C. albicans and 35% adherence on
buccal epithelial cells were reduced, but there was not significant
reduction of macroscopic and histological lesions. SEM revealed
numerous hyphaes and alterations on the tongue. Blastoconidia budding
and germ tubes were seen adhered on buccal epithelial cells analized by
light microscopy and SEM. The results demonstrated PDT mediated by
erythrosine and green LED was effective against C. albicans planktonic
cultures and biofilms formed in vitro and presented antifungal activity for



the treatment of oral candidosis in murine model without damaging the
adjacent tissue. C. albicans adherence on humans buccal epithelial cells
was significantly reduced by PDT.

Keywords: Candida albicans. Photodynamic therapy. Erythrosine. Oral
candidosis. Cell adherence.



1 INTRODUCAO

Candida albicans constitui uma levedura comensal da
cavidade bucal sendo a espécie mais virulenta do género. Alteracdes no
ambiente do hospedeiro podem resultar em transicdo de C. albicans da
fase comensal para a patogénica provocando infec¢des superficiais e até
sistémicas (Samaranayake et al., 2009; Wilson et al., 2009). Por se tratar
de um microrganismo oportunista, para o estabelecimento da infeccéo
sao requeridos fatores predisponentes sistémicos e ou locais, como 0 uso
de agentes imunossupressores, antibidticos, estrogénios, xerostomia, uso
de prétese e ma higienizacdo bucal (Jorge et al., 1993b; Naglik et al.,
2008; de Souza et al., 2008).

Em pacientes imunodeprimidos, como os individuos com
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), a candidose bucal é a
manifestagcdo fungica mais comum constituindo um indicador da
progressao da infeccdo por Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV),
revelando falha imunoldgica dos pacientes, pois a imunidade celular
adquirida desempenha papel importante na prevencao contra a candidose
bucal (Gaitan-Cepeda et al., 2005). Episddios recorrentes e exposi¢ao
prévia aos antifingicos convencionais sao as principais causas de falha
terapéutica para o tratamento da candidose bucal em pacientes com AIDS
(Wilheim et al., 2009).

A candidose pseudomembranosa é uma forma de
candidose classificada como infeccdo aguda caracterizada pela presenca
de pseudomembranas brancas formadas por biofime de Candida,
formado por uma mistura heterogénea de blastoconidios, pseudohifas e
hifas embebidas em substancias poliméricas extracelulares (Seneviratne

et al., 2008a; Samaranayake et al., 2009). Esta estrutura € um dos fatores
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de viruléncia mais importantes na patogenicidade de Candida, além de
ser dificil de ser erradicado em virtude de sua alta resisténcia aos
antifingicos disponiveis (Hawser, Douglas, 1995).

O primeiro passo para a formacéo do biofilme ocorre apos
a aderéncia das leveduras as células epiteliais do hospedeiro. A
aderéncia é mediada por manoproteinas, quitinas, N-acetilglicosaminas e
glicosaminas presentes na parede celular, as quais se ligam a receptores
das células do hospedeiro localizados na matriz extracelular, como
coldgeno, vitronectina, fibronectina, laminina, tenascina-C e alguns
peptidios e a moléculas do soro, como componentes do sistema
complemento (C3d, iC3b, C4BP, fator H e FHL-1), hemoglobina,
plasminogénio e fibrinogénio (Chaffin, 2008). A partir da aderéncia, as
leveduras sao capazes de invadir as células epiteliais e provocar danos
(Wellmer, Bernhardt, 1997; Zhu, Filler, 2010).

O estudo da candidose bucal tem sido auxiliado pela
busca e desenvolvimento de um modelo experimental adequado que
forneca uma ferramenta padronizada e passivel de controle e
manipulagdo, para o0 conhecimento do processo da doenca
(Samaranayake, Samaranayake, 2001). Para o desenvolvimento da
candidose bucal em animais foram utilizados fatores predisponentes
como o uso de antibiético de amplo espectro, xerostomia, influéncia de
hormdnios ovarianos e uso de corticéides (Allen et al., 1985; Jorge et al.,
1993a; Jorge et al.,, 1993b; Totti et al., 2002; Takakura et al., 2003;
Jungueira et al., 2005; Ishibashi et al., 2007)

Em modelo animal imunossuprimido, o camundongo é o
animal mais indicado, pois apresenta sistema imunolégico mais préximo
ao do ser humano e nao possui leveduras do género Candida como parte
da microbiota bucal residente (Samaranayake; Samaranayake, 2001;
Naglik et al., 2008).

Em virtude do acometimento de inumeros individuos

debilitados por infecgbes por leveduras do género Candida e a falha
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terapéutica observada nestas situacdes, sdo propostas novas opgoes de
tratamento para a reducao destas leveduras na cavidade bucal, como o
uso da Terapia Fotodinamica (TFD). Esta terapia consiste em administrar
um agente fotossensivel ndo toxico, por via topica ou sistémica, seguida
de irradiacdo por uma fonte de luz em comprimento de onda adequado na
presenca ou ndo de oxigénio com consequente producdo de espécies
reativas de oxigénio ou radicais livres, os quais provocam danos
inespecificos nos microrganismos podendo provocar o extravasamento
dos constituintes celulares e inativacdo de sistemas de transporte de
membrana e enzimas, porém nao apresentam efeitos mutagénicos
(Hamblin, Hasan, 2004; Maisch, 2007; Konopka, Goslinski, 2007;
Donnelly et al., 2008).

O fotossensibilizador eritrosina apresenta como principais
vantagens em relagdo aos demais agentes fotossensiveis, aprovagao
para uso em Odontologia, falta de toxicidade para o hospedeiro e
disponibilidade de uso (Wood et al., 2006). E indicado na préatica
odontolégica para evidenciagcdo de biofilme dentério. Este corante
apresentou potente atividade fotodinamica na reducgéo de 3,0 a 3,7 logio
de biofilme de Streptococcus mutans (Wood et al., 2006; Metcalf et al.,
2006).

A TFD requer uma fonte de Iluz que ative o
fotossensibilizador por exposicado a luz visivel de baixa poténcia e com
especifico comprimento de onda (Konopka, Goslinski, 2007). Atualmente,
0 laser e outras fontes ndo coerentes de luz sdo utilizadas em TFD
(Maisch, 2007). O laser compreende uma luz monocromatica que produz
linhas espectrais estreitas, altamente direcional, coerente, podendo ser
focalizada em regido muito pequena com grande precisao, concentrando
alta quantidade de energia luminosa (Halliday et al., 2003). Como fonte de
luz ndo coerente, o Diodo Emissor de Luz (Light Emitting-Diode- LED) tem
sido apontado como fonte alternativa para a luz laser devido a maior

banda de emissdo, tamanho menor, leveza, baixo custo, maior
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flexibilidade no tempo de irradiacéo e facilidade de operacéo (Zanin et al.,
2005; Konopka, Goslinski, 2007). O LED é utilizado em Odontologia para
polimerizacdo de materiais restauradores e, portanto ndo € nocivo para os
tecidos bucais. Estudos demonstraram que o LED apresentou potente
atividade na TFD e auséncia de acéo antimicrobiana isoladamente (Zanin
et al., 2005; Bevilacqua et al., 2007; Giusti et al., 2008).

A TFD, mediada por azul de metileno e laser Arseneto de
Galio Aluminio (AsGaAl), ja& foi aplicada in vivo para o tratamento de
candidose bucal induzida em ratos demonstrando reduzir as alteracdes
epiteliais e resposta inflamatoria crénica, porém sem reducdo do numero
de leveduras (Junqueira et al., 2009; Martins et al., 2011). Outros
trabalhos alcancaram reducéo de leveduras do género Candida de 1,04
logio @ 2,74 logyo utilizando altas concentracdes de fotossensibilizador,
Photogen® e azul de metileno, e longos periodos de irradiacdo por LED
azul e vermelho e laser (Teichert et al., 2002; Mima et al., 2010). Por isso
torna-se importante o estudo da TFD in vitro para a avaliacdo da
suscetibilidade dos microrganismos frente a este desafio, bem como o
efeito desta terapia em alvos como fatores de viruléncia, para o
desenvolvimento de protocolos de tratamento. E também importante o
estudo da TFD in vivo em modelos de candidose experimental em

animais, os quais se aproximam mais as condi¢des clinicas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Candidose bucal

As leveduras mais comumente encontradas na cavidade
bucal de individuos saudaveis sdo do género Candida e sdo isoladas de
aproximadamente 62% dos individuos (Martins et al., 2002). Espécies de
Candida sao causa frequente de infecg¢do fungica da mucosa e causa de
infec¢Bes invasivas de origem enddgena, sendo dano na mucosa e
deplecdo neutrofilica pré-requisitos para a transicdo de colonizagdo a
disseminagcdo (d"Enfert, 2009). As espécies mais prevalentes sdo C.
albicans, C. tropicalis e C. glabrata (Martins et al., 2002).

Como infecgao oportunista, a candidose bucal ocorre em
decorréncia da viruléncia do microrganismo e a habilidade do hospedeiro
em prevenir a coloniza¢do microbiana ou invaséo, que pode ser facilitado
por fatores de risco locais e sisttmicos como xerostomia, uso de proétese,
ma& higienizacdo bucal, uso de antibidtico de amplo espectro por tempo
prolongado, corticosterdides, transplante de medula éssea e 06rgaos
sélidos (figado e rim), nascimento prematuro e de baixo peso,
hemodialise, queimadura, granulocitopenia, permanéncia prolongada
(mais que 3 dias) em Unidade de Terapia Intensiva (UTI), hospitalizacao
prolongada, ventilagdo mecanica, pancreatite, trauma severo, cirurgia
recente (especialmente do trato gastrointestinal), uso de cateter venoso
central, cirurgias invasivas, infeccéo por HIV, doencas degenerativas e/ou
neoplasicas, entre outros fatores que acometem pacientes
imunodeprimidos, podem resultar em transicdo de C. albicans da fase

comensal para patogénica (Jorge et al., 1993b; Gaitan-Cepeda et al.,
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2005; Soysa et al., 2008; Souza et al., 2008; Meiller et al., 2009; Wilson et
al., 2009; Vazquez, 2010).

Os fatores de viruléncia expressos pelas leveduras séo
principalmente a aderéncia as células do hospedeiro, hidrofobicidade,
mudanca morfologica (dimorfismo), secrecdo de aspartil proteinase,
producédo de fosfolipase e capacidade de formacédo de biofilme (Pomarico
et al., 2009; Ellepola, Samaranayake, 1998; Lyon, Resende, 2006; Nobile,
Mitchell, 2006).

A candidose bucal é a manifestacao fangica mais comum
em pacientes com AIDS (Coogan et al., 2006). Entre 84 a 100% dos
individuos HIV positivos desenvolvem pelo menos um episédio de
colonizacédo por Candida spp. e acima de 90% desenvolvem candidose
pseudomembranosa sintomatica. A candidose constitui um indicador da
progressdo da infeccdo por HIV, revelando falha imunolégica dos
pacientes (Samaranayake, Samaranayake, 2001; Gaitan-Cepeda et al.,
2005; Samaranayake et al., 2009).

O uso de imunossupressores, como 0s glicocorticéides
podem aumentar o risco de desenvolvimento de infecgdo oportunista
severa (Ellepola, Samaranayake, 2001; Tanaka et al., 2002).

A metilprednisolona tem sido utilizada para tratamento de
desordens reumaticas, estados alérgicos, dermatolégicos, oftalmoldgicos,
doencas neoplasicas, esclerose multipla aguda e progressiva, nefropatia,
pacientes transplantados e lupus eritematoso sistémico (Gyetvai et al.,
2007). Como efeito colateral local, este imunossupressor quando utilizado
para o tratamento de asma pode causar candidose bucal em decorréncia
da diminuicdo da imunidade local envolvendo funcdes de defesa de
neutroéfilos, macrofagos e linfécitos T na superficie da mucosa bucal e do
esbfago e aumento dos niveis de glicose na saliva (Buhl, 2006). Pacientes
que fazem uso de prednisolona em altas concentracbes tendem a
desenvolver infecgdes sistémicas por Candida spp. como candidemia e
meningite (Tanaka et al., 2002; Kee et al., 2004; Koch et al., 2004).
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Os glicocorticoides inibem muitos processos associados
com inflamacdo e resposta imune, como inibicdo da sintese de
eicosandides e producdo de citocinas pelos linfocitos, reduzem a
permeabilidade capilar causada por histamina e bradicinina, inibem a
producdo de bradicinina e migracdo de leucdcitos para o sitio da
inflamagé&o e diminuem a producgéo de IL-2. Em modelo experimental para
candidose bucal, o uso de glicocorticéide revelou em estudo histolégico,
supressdo da reacdo inflamatoria e imunidade celular (Ellepola,
Samaranayake, 2001).

A candidose pseudomembranosa é uma infeccdo aguda
caracterizada pela presenca de pseudomembranas sobre a superficie da
mucosa labial, lingua e palato (Samaranayake et al.,, 2009). A
pseudomembrana é formada por uma massa entrelagada de hifas,
blastoconidios, bactérias, células inflamatorias, fibrina e células epiteliais
descamadas (Samaranayake et al., 2009). A analise histologica revela
leveduras predominantemente localizadas em/ ou entre as células
epiteliais descamadas e desprendidas, crescimento de hifas em diregéo
as células epiteliais frouxas, deformacdo da membrana do epitélio e
citoesqueleto e formacdo de invaginacdo das células epiteliais ao redor
das hifas (Vitkov et al., 2002).

Para causar doenca, inicialmente, é necessario o contato
fisico e aderéncia da levedura as camadas superiores do tecido do
hospedeiro e proliferacdo fungica. A seguir, ocorre invasao das hifas por
penetracdo ativa e endocitose correlacionado com moderado dano
tecidual e, entdo, ocorre severa destruicao tecidual pela secrecéo de
enzimas histoliticas (Zakikhany et al., 2007; Wilson et al., 2009; Zhu,
Filler, 2010).

O tratamento da candidose bucal em pacientes HIV
positivos é dificultado em virtude de episédios recorrentes e exposicao
intermitente e/ ou continua de terapia antifungica, que favorece a selecao

de cepas resistentes. Estudos demonstraram que C. albicans e cepas
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nao-albicans podem desenvolver resisténcia ao fluconazol e anfotericina
B (Winteger et al., 2007). O fluconazol € o antifungico de escolha para
tratamento de candidose bucal em individuos com HIV, entretanto
Delgado et al. (2009) observaram sensibilidade dose-dependente para as
cepas C. glabrata, C. norvegensis e C. krusei.

Wilheim et al. (2009) avaliaram o perfil de sensibilidade de
42 leveduras do género Candida isoladas de candidose de esobfago e
obtiveram 14,28% de resisténcia e 4,76% de cepas com sensibilidade
dose-dependente ao fluconazol, sendo que metade das cepas resistentes
eram de pacientes previamente expostos a este antifungico.

Os mecanismos de resisténcia aos antifungicos azois séo
decorrentes de mutagcéo na enzima alvo (citocromo P450 lanosterol 14-a-
demetilase) no sitio de ligacdo, superexpressdo do gene da enzima alvo
(ERG 11) e bombas de efluxo (White et al., 2002; Mishra et al., 2007,
Borecka-Melkusova et al., 2009; Niimi et al., 2010)

A anfotericina B tem sido utilizada como alternativa para o
tratamento de candidose bucal (Samaranayake et al., 2009). A resisténcia
a este antifungico, apesar de ser rara, ja foi relatada, além deste
antifangico apresentar efeitos colaterais consideraveis (Winteger et al.,
2007; Samaranayake et al., 2009). O mecanismo de resisténcia deve-se a
reducdo da quantidade de ergosterol na membrana plasmatica (Niimi et
al., 2010).

Os agentes antifungicos normalmente n&o falham,
entretanto, além da resisténcia relatada na literatura, na cavidade bucal o
efeito diluente da saliva e acdo da mucosa bucal frequentemente tendem
a diminuir a disponibilidade dos antifungicos abaixo da concentracao
terapéutica efetiva diminuindo a possibilidade de cura (Samaranayake et
al., 2009).
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2.2 Biofilme de Candida

Os microrganismos sdo encontrados na natureza na
forma de biofilme, ou seja, estdo arranjados em comunidades inseridas
em uma matrix de substancias poliméricas extracelulares, demonstrando
caracteristicas fenotipicas que se diferenciam da plancténica (Seneviratne
et al., 2008a).

E documentado que pelo menos 65% de todas as
infecgbes microbianas estejam relacionadas a presenca de biofilme sobre
a superficie de tecidos, 6rgdos e dispositivos medicos (Seneviratne et al.,
2008b; Uppuluri et al., 2009).

O biofiime de C. albicans €& formado por uma mistura
heterogénea de blastoconidios, pseudohifas e hifas embebidas em
substancias poliméricas extracelulares que formam canais e poros
(Seneviratne et al., 2008a). As substancias poliméricas extracelulares sao
compostas por polissacarideos, proteinas, hexosaminas, acido urénico e
DNA e apresentam como fungdes promover a aderéncia e formacgédo do
biofilme, proteger as células da fagocitose, manter a integridade do
biofilme e limitar a difusdo de substancias (Douglas, 2003; Seneviratne et
al., 2008a).

O biofilme pode ser formado no meio ambiente natural
bem como em hospedeiros. As vantagens incluem protecdo no ambiente,
resisténcia a remocao fisica e quimica, cooperacdo metabdlica e
regulacéo da expressao de genes baseados na comunidade (Ramage et
al., 2009).

A formacdo do biofilme ocorre, inicialmente, com a
aderéncia das leveduras ao substrato, seguida por coagregacdo das
células e colonizacdo (Seneviratne et al., 2008a; Nobile, Mitchell, 2006). A
presenca das leveduras € importante para o ancoramento do biofilme a

superficie (Douglas, 2002). A seguir, ocorrem crescimento e proliferacao
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das células permitindo a formagdo da camada basal e ancoragem das
células e finalmente, ocorre maturacdo com o crescimento de pseudohifas
e concomitante extensdo das hifas a partir de tubos germinativos. Apos
aderéncia, a formacdo de tubos germinativos € estimulada pelo contato
com uma superficie plastica com producdo de material da matrix
extracelular e disseminacdo das células (Douglas, 2002; Mitchell, 2006;
Seneviratne et al., 2008a; Nobile, Ramage et al., 2009).

O mecanismo molecular de regulacdo da formacdo do
biofilme ja foi descrito por alguns autores (Blankenship, Mitchell, 2006;
Ramage et al., 2009; Nobile et al., 2009; Nalilis et al., 2009). A aderéncia,
primeiro passo para a formacdo do biofilme €& conferida pelos genes da
familia ALS responsaveis por aderéncia e agregacdo a outros
microrganismos expressos por leveduras e hifas. O gene HWP1 codifica
uma adesina expressa somente por hifas, o gene EAP1 confere aderéncia
a poliestireno e o gene CSH1 confere aderéncia relacionada com
hidrofobicidade da superficie celular da levedura, além de outras adesinas
menos conhecidas (Chaffin, 2008; ten Cate et al., 2009; Karkowska-
Kuleta et al., 2009). ApGs aderéncia, segue-se a maturacdo com a
formacao de hifas e expressao do gene EFG1 envolvido na regulacdo da
transicdo morfologica e habilidade de formar estrutura coerente sobre
poliestireno, poliuretano e vidro. Outros genes também sdo requeridos
para a diferenciacdo morfoléogica como TEC1, SUV3, NUP85, UMES,
NRG1, MDS3 e KEM3 (Blankenship, Mitchell, 2006; Ramage et al., 2009).
A producdo de matriz extracelular é realizada pelo gene ADH1 e outros
(Blankenship; Mitchell, 2006). Apds o estabelecimento do biofilme, ocorre
a invasdo e dano celular por meio da expressdo de genes para as
principais enzimas histoliticas, aspartil proteinase secretoras (SAPs) e
fosfolipases (PLBs) (Zhu, Filler, 2010).

As células presentes em biofilmes de bactérias ou fungos
sdo capazes de coordenar suas atividades pela secrecdo de fatores de

sinalizacdo e responder a estes fatores (Blankenship, Mitchell, 2006).
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Este fendbmeno é conhecido como Quorum-sensing e € definido como a
habilidade do microrganismo em comunicar e coordenar seu
comportamento via secrecdo de moléculas de sinalizagcdo na populacéo
(Ramage et al.,, 2009). Sua funcdo é prevenir a superpopulacdo
desnecessaria e controlar a competicdo por nutrientes, além de possuir
importantes implicacdes no processo infeccioso. Em biofilmes de Candida
sdo descritos dois principais sinalizadores com efeitos contrarios, o
farnesol que inibe a filamentacdo de C. albicans e o tirosol que favorece o
crescimento e estimula a filamentagcdo sob condi¢cdes favoraveis para
formacao de tubo germinativo (Ramage et al., 2005).

Martins et al. (2007) investigaram o efeito de cinco
sinalizadores, alcool isoamil, 2- feniletanol, 1-dodecanol, E- nerolidol e
E,E- farnesol, secretados por células planctonicas e biofimes de C.
albicans e C. dubliniensis, o qual foi coletado o sobrenadante das culturas
e avaliados quanto ao controle da morfogénese. Os resultados
demonstraram que os sobrenadantes das duas espécies tiveram atividade
inibitéria para a transicdo morfolégica das formas leveduriformes para a
forma filamentosa de C. albicans e pseudohifa de C. dubliniensis, com
atividade inter e intraespécie, porém nao houve restricdo do crescimento.

O gene ZAPl1 codifica uma proteina-reguladora
dependente de zinco, que segundo Nobile et al. (2009) parece influenciar
no Quorun-sensing, pois esta proteina funciona amplamente como
reguladora negativa da maturacdo do biofilme através da regulacdo
negativa da producédo de B-1,3- glucana solavel, o0 maior componente da
matriz extracelular.

A dificuldade no tratamento de infecgcbes causadas por
biofiimes de Candida deve-se principalmente a duas caracteristicas:
resisténcia aos antifungicos e reduzida suscetibilidade ao sistema imune
do hospedeiro (Nett et al., 2009). Os mecanismos de resisténcia aos azois

sdo os mais estudados em biofiimes de Candida, por estes serem
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intrinsecamente resistentes a esta classe de antifungicos (Chandra et al.,
2005).

Bombas de efluxo codificadas pela superfamilia de
proteinas ABC (cassete-ligadora de ATP) e MFS (facilitador maior)
possuem afinidade pelo antifingico fluconazol e s&do o0s principais
responsaveis pela resisténcia a este antifiungico. ABC codifica os genes
CDR1 e CDR2 e MFS codifica MDR1. A superexpressao destes genes
ocorre na fase intermediaria e madura, porém se inicia na fase inicial da
formacao do biofilme (Prasad, Kappor, 2005; Chandra et al., 2005).

Em biofilmes de bactérias ja foram relatadas a presenca
de células “persistentes” que representam uma menor populacdo e séao
resistentes aos tratamentos com antibioticos. Estas células sédo protegidas
das defesas do hospedeiro pela matriz extracelular e apds a exposicéo ao
antibiético podem repovoar o biofilme, representando outro mecanismo de
resisténcia que também ja foi descrito em biofimes de C. albicans
(d"Enfert, 2009). Sugere-se que as celulas “persistentes” ndo sejam
programadas para a morte celular, favorecendo a tolerancia aos agentes
antimicrobianos e a escassez de nutrientes no biofilme (Jabra-Risk et al.,
2004).

Avaliacdes da suscetibilidade de biofilmes de C. albicans
aos antifungicos como anfotericina B, fluconazol, 5-fluorocitosina,
itraconazol e cetoconazol revelaram que o biofilme desta espécie é
altamente resistente aos agentes antifingicos, permanecendo 5 a 8 vezes
mais ativos metabolicamente do que as células plancténicas e 30 a 2000
vezes mais resistentes do que a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM),
sendo o fluconazol o agente antifingico mais efetivo (Hawser, Douglas,
1995).

Kunh et al. (2002) avaliaram a sensibilidade de biofilmes
de C. albicans e C. parapsilosis ao fluconazol, voriconazol, anfotericina B,
nistatina, ravuconazol, terbinafina, caspofungina, micafungina, clorexidina,

complexo lipidico de anfotericina B e anfotericina B lipossomal. O biofilme



28

foi resistente ao fluconazol, voriconazol, clorexidina, anfotericina B,
nistatina, terbinafina e ravuconazol em relacdo as células planctonicas.
Porém os antifungicos caspofungina, micafungina, complexo lipidico de
anfoterina B e anfotericina B lipossomal apresentaram efeito contra os
biofilmes de C. albicans e C. parapsilosis. Foi realizado também pré-
tratamento do biofilme de C. albicans com voriconazol, caspofungina e
complexo lipidico de anfotericina B, resultando em diminuicdo da
habilidade das células em formar biofilme, perda de viabilidade, parede
celular distorcida e pseudohifas deformadas quando tratadas com
voriconazol. Para caspofungina foi observada parede celular brutalmente
distorcida e sem evidéncia de viabilidade, enquanto que para complexo
lipidico de anfotericina B foram observadas células menores e grandes
vacuolos. Os autores sugerem que as equinocandinas (caspofungina e
micafungina) podem afetar o biofilme dissolvendo a matriz extracelular e
tornando as células fangicas vulneraveis e o complexo lipidico de
anfoterina B e anfotericina B lipossomal tem a habilidade de dispersar-se
nos fosfolipidios e facilitar a passagem através dos polissacaridios
carregados da matriz.

Em estudo in vivo realizado por Lazzell et al. (2009), foi
avaliado o efeito preventivo e tratamento por caspofungina em biofilme de
C. albicans formado em cateter venoso central em camundongos. O
tratamento com caspofungina reduziu, aproximadamente, 4 logi;, de
células do biolfilme e 99% de células disseminadas para os rins. A
prevencado da formac&o do biofilme reduziu quase 3 log;p de células e a
disseminagdo para os rins, indicando que a caspofungina constitui
importante agente na prevencao e tratamento de infec¢des causadas por
biofilmes de C. albicans e disseminacgéo para 6rgaos distantes.

Estudo realizado por Al-Fattani e Douglas (2004) com
biofilmes mistos de C. albicans e Staphylococus epidermidis produtor e
nao produtor de slime demonstrou que houve diminuicdo da difusdo dos

antifangicos fluconazol, anfotericina B, 5-fluorocitosina e voriconazol no
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biofilme misto de C. albicans e S. epidermidis produtor e ndo produtor de
slime, porém a presenca da matriz ndo explicou a resisténcia do biofilme
de C. albicans aos antifungicos. Os mesmos autores em 2006 utilizando
as mesmas cepas e associagoes de C. albicans e S. epidermidis produtor
e ndo produtor de slime observaram que, quando crescidos em condi¢des
estaticas e de fluxo continuo C. albicans associada com S. epidermidis
produtor de slime foi altamente resistente a anfotericina B e ao fluconazol
e quando associada a cepa nao produtora de slime C. albicans foi mais
sensivel em condi¢des estaticas do que em fluxo continuo, apesar do
perfil de resisténcia ainda elevado.

Estes estudos demonstram que apesar da matriz
extracelular parecer afetar a difusdo dos antifungicos, este ndo € o motivo
mais importante (Al-Fattani, Douglas, 2006; Al-Fattani, Douglas, 2004),
pois a matriz extracelular desempenha um papel parcial na resisténcia de
células sésseis, uma vez que biofilmes crescidos em agitacdo ou em fluxo
continuo produzem mais substancia polimérica extracelular do que
biofimes formados em condi¢cbes estéticas, porém sdo igualmente
resistentes aos antifiingicos e células planctdnicas derivadas de biofilmes
também sao resistentes aos antifungicos, porém em um nivel menor do
que quando estavam no biofilme, demonstrando que a resisténcia do
bioflme de C. albicans é multifatorial (Mukherjee, Chandra, 2004;
Ramage et al.,, 2005; Hawser, Douglas, 1995; Blankenship, Mitchell,
2006).

A diminuicdo da suscetibilidade do biofilme aos
antifingicos em relagdo as células plancténicas provavelmente devem-se
a heterogeneidade da populacao do biofilme, restricdo da penetragéo dos
antimicrobianos devido ao material da matrix extracelular, diminuicdo da
taxa de crescimento das células dentro do biofilme e diferenca de
expressao de genes (Nobile, Mitchell, 2006; Ramage et al., 2001).

Seneviratne et al. (2009) desenvolveram um modelo de

biofiilme de Candida crescido no fundo da placa de 96 pocos de
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poliestireno em meio de cultura Yeast Nitrogen Base (YNB) suplementado
com 100 mM de glicose para a avaliacao de biofilmes de C. albicans e C.
glabrata, o qual foi observado que 1-7 x 10> células/mL aderem a
superficie de poliestireno em 1,5 horas. C. albicans formou um biofilme
grosso e complexo composto por blastoconidios, pseudohifas e hifas
embebidas em matriz polissacaridica extracelular. O biofilme formado por
C. glabrata foi fino, desigual e bastante compacto, formado por
blastoconidios embebidos em matriz polissacaridica extracelular. Apds a
fase de aderéncia de 1,5 horas, a 48 horas os biofilmes atingiram a
maturidade e alcancaram um platd de 0,3-2,2 x 10° células/mL e
declinaram e desintegraram a 72 horas. Os autores relataram que a
presenca de hifas em biofiimes de C. albicans contribuiram para a
formacdo de um biofilme robusto suportando a matriz polissacaridica
extracelular e blastoconidios em uma comunidade multicamada. A forte
aderéncia a superficie da placa de poliestireno deve-se a afinidade desta
levedura por superficies hidrofébicas (Harrison et al., 2007).

Hasan et al. (2009) avaliaram a viruléncia de biofilmes de
C. albicans de isolados clinicos e de lesdo em mucosa bucal com alta
capacidade de formacdo de biofilme (AFB), baixa capacidade de
formacdo de biofiime (BFB) e ndo formacdo de biofilme (NFB) em
candidemia induzida em camundongos. Na candidemia induzida por
cepas AFB houve correlagéo entre formacao de biofilme e viruléncia, alta
carga fungica nos rins, figado e pulméo e rapida mortalidade de 1-4 dias,
contra 10 a 20 dias para BFB e mais que 40 dias para NFB, devido a
formacao de hifas por estas cepas. Segundo Angiolella et al. (2008) a
producéo de hifas pode promover a formacgao de biofilme e possivelmente
o choque, pois a hifa € muito mais adesiva e menos fagocitada que as
leveduras. Os resultados destacaram a capacidade de formacédo de
biofilme como importante fator de viruléncia em infeccbes causadas por

C. albicans.
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Martins et al. (2010) investigaram a presenca de DNA
extracelular em matriz extracelular de biofilme de C. albicans e avaliaram
o efeito de DNase e DNA exdgeno na formacao do biofilme. Os biofilmes
foram crescidos em RPMI, YNB suplementado com 0,9% de glicose e
meio Yeast Peptone Dextrose (YPD). A quantidade de DNA extracelular e
a razdo DNA/proteina foi maior para o meio YNB do que para RPMI e
YPD. Estes dados sugerem que o acumulo de DNA foi influenciado pelo
meio de cultura. A adicdo de DNase ao biofilme pré-formado causou a
diminuicdo da biomassa, o qual foram observadas células destacadas,
entretanto ndo afetou a contagem de Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) por mL, ja a adicdo de DNA exdégeno levou ao aumento da
biomassa do biofilme. Os resultados indicaram que o DNA extracelular
pode contribuir para a manutencao e estabilidade do biofilme maduro de

C. albicans.

2.3 Parede celular de Candida albicans e aderéncia

A parede celular de C. albicans é uma estrutura rigida que
possui como principais fungdes manter a integridade da célula e interagir
com o ambiente (Chaffin, 2008). E constituida por 4 componentes
majoritarios: manoproteinas, 3-1,3-glucana, -1,6-glucana e quitina.

A parede celular de C. albicans é formada internamente
por uma rede tridimensional de B-1,3-glucana ramificada, o qual esta
fixado B-1,6-glucana e quitina. Algumas quitinas podem estar fixadas a [3-
1,6-glucana (Chaffin, 2008; ten Cate et al., 2009). O componente B-1,3-
glucana é a principal estrutura polissacaridica, € moderadamente
ramificada e a elasticidade da parede reflete a conformacéo helicoidal da
mesma. As [B-1,6-glucanas estdo covalentemente ligadas a finais néo

reduzidos de B-1,3-glucanas, altamente ramificadas, soliveis em agua,
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gue funcionam como ligantes flexiveis entre as proteinas e sdo mais
rigidas que a camada de B-1,3-glucana (Klis et al., 2009). A quitina é
formada por polimeros ndo ramificados de N- D- acetilglicosamina com
ligacbes B-1,4. As proteinas da parede celular (Cell Wall Proteins- CWPS)
estdo ligadas covalentemente a este emaranhado fibrilar de
polissacaridios de duas formas. A primeira e mais abundante classe de
proteinas da parede celular esta fixada a B-1,6-glucana por meio da
glicofosfatidilinositol ~ (Glycophosphatidylinositol-  GPI),  fortemente
manosilada e fosforilada. A segunda classe de proteinas, chamada
proteinas com repeticdes internas (Proteins with internal repeats- Pir)
estdo ligadas a B-1,3-glucana, contribuindo com a arquitetura da parece
celular. A terceira classe de proteinas ndo estd fixada a matriz
polissacaridica (Chaffin et al., 2008; ten Cate et al., 2009).

Existem aproximadamente 20 tipos de proteinas da
parede celular (CWPs) que desempenham importantes papéis na
adaptacao e viruléncia, contribuem para a integridade da parede, evitam a
deteccdo por dectina-1, promovem a formacéo de biofilme, medeiam a
aderéncia as células do hospedeiro e a dispositivos médicos abidticos,
promovem a invasdo das camadas epiteliais, oferecem protecdo contra o
ataque do sistema imune inato, estdo envolvidas na aquisicdo de ferro,
além de propriedades como permeabilidade da parede celular e carga
(Klis et al., 2009). Dentre as principais GPI-CWPs fixadas a parede celular
estdo as 8 adesinas da familia ALS, HWP1, EAP1 e PGA30, sendo esta
Gltima responsavel por restringir a permeabilidade da parece celular (Klis
et al., 2009). Além disso, existem CWPs nédo fixadas covalentemente a
parede celular com funcdo enzimatica, como por exemplo enzimas
hidroliticas que tem a capacidade de hidrolisar grandes ou complexos
substratos e transporta-los para dentro da célula como fonte de
nutrientes. Outras enzimas agem como fatores de viruléncia degradando
os tecidos do hospedeiro facilitando a colonizagao ou invasédo. Exemplos

destas CWPs sdo as proteinas da familia da aspartil proteinase,
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fosfolipase, quitinases, proteinas para biossintese de [B-1,6-glucana e
enzimas com atividade para glucanase (Chaffin et al., 2008).

No processo de infeccdo e colonizacdo, a aderéncia
mediada pelas CWPs € o primeiro passo para a interacao fisica da célula
com o hospedeiro (Karkowska-Kuleta et al., 2009). Além disso, C.
albicans pode aderir a si mesma por floculagéo e a outros microrganismos
por coagregacao (Chaffin et al., 2008).

As adesinas de C. albicans sao constituidas por
manoproteinas, quitina, N-acetilglicosamina e glicosamina, estas se ligam
a receptores das células do hospedeiro localizados na matriz extracelular,
como colageno, vitronectina, fibronectina, laminina, tenascina-C e alguns
peptidios. Moléculas do soro também podem se ligar a superficie de C.
albicans, como por exemplo, componentes do sistema complemento
(C3d, iC3b, C4BP, fator H e FHL-1), hemoglobina, plasminogénio e
fibrinogénio (Chaffin, 2008).

A infeccdo por C. albicans ocorre com a aderéncia da
levedura a superficie do hospedeiro seguida de internalizacdo com
consequente dano tecidual com invasao por endocitose, penetracao ativa
por pseudopodes e passagem através da juncado intercelular. Muitos
estudos relacionados a compreensdo do processo provocado pela
aderéncia de C. albicans no epitélio bucal foram realizados (Wellmer,
Bernhardt, 1997; Drago et al., 2000; Kriznik et al., 2005; Zhu, Filler, 2010;
Dalle et al., 2010).

A aderéncia as células do epitélio bucal € mediada por
Alslp, Als3p e Als5p que se ligam ao colageno, fibronectina, laminina,
células endoteliais e epiteliais e Hwplp expressa somente por hifas
(Karkowska-Kuleta et al., 2009). Além disso, Hwplp se liga a Alslp e
Als3p mediando a aderéncia de uma hifa a outra. Apos a aderéncia, a
internalizacdo é mediada também por Als3p e por atividade da enzima
aspartil proteinase (Zhu, Filler, 2010).
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Wellmer e Bernhardt (1997) avaliaram aderéncia as
células do epitélio bucal por 11 isolados de C. albicans. Os autores
observaram formacao de tubo germinativo apés 30 minutos de contato
com as células e formacéo de micélio apos 90 minutos, entretanto houve
variacdo de aderéncia entre os isolados. As cepas com maior valor de
aderéncia, mais de 30% de células do epitélio bucal com leveduras
aderidas e mais de 300 leveduras por 200 células mostraram ser mais
rapidas e houve maior formacéao de tubo germinativo em modelo de fluxo
continuo destacando a importancia destes fatores de viruléncia durante o
processo infeccioso. Outro estudo realizado por Kriznik et al. (2005)
revelou que a aderéncia as células do epitélio bucal foi maior para formas
filamentosas de C. albicans (95%) do que para leveduras (33%).

Drago et al. (2000) estudaram a internalizacdo de C.
albicans por células do epitélio bucal, vaginal e células Hela,
demonstrando que as células néo tipicamente fagociticas, como bucais e
vaginais, sao capazes de internalizar C. albicans, sugerindo que este
processo protegeria a levedura da acdo de antifUngicos. Além disso, os
autores destacaram o uso deste modelo experimental para avaliar novos
farmacos com alvos na aderéncia e internalizagéo de C. albicans.

Em estudo realizado por Dalle et al. (2010) em cultura de
células do epitélio bucal de diversos tempos (3, 7, 14 e 21 dias) de
diferenciacdo foi observado que apd6s 30 minutos de contato com C.
albicans houve 21,6% de aderéncia com aumento do valor da aderéncia
ao longo do curso do tempo de diferenciacédo. A penetracdo das hifas nas
células do epitélio bucal ocorreu proximo aos espacos intercelulares entre
as células adjacentes alcancando 75,6% de invasdo apdés 3 horas de
contato com células de 3 dias, o qual foi observado que a forma
filamentosa foi a forma invasiva de C. albicans. Nas primeiras horas de
contato a invasao ocorreu por endocitose, entretanto o mecanismo de
penetracdo ativa durante o curso da infec¢cdo parece ser mais comum,

pois as camadas superiores estdo mortas, uma vez que para que ocorra
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endocitose necessita-se de atividade celular, pois este processo é
dependente da acdo de filamentos de actina. Foi avaliado o potencial de
penetracdo dado por aspartil proteinase inibindo sua agcdo com uso de
pepstatina A, observando-se reducdo da invasao das células do epitélio
bucal, demonstrando que esta enzima pode estar envolvida na

penetracdo ativa e indugao de endocitose.

2.4 Candidose experimental

No estudo da candidose bucal, modelos animais
adequados para a avaliacdo da etiopatologia, diagnostico e
gerenciamento do processo da doenca sdo necessarios (Samaranayake;
Samaranayake, 2001). O modelo animal em camundongo tem sido (util
para o desenvolvimento de candidose experimental, pois 0 mesmo nao
possui Candida spp. como constituinte da microbiota e resposta imune
secundaria contra este microrganismo. Além disso, este animal é
facilmente obtido em grande numero, apresenta sistema imune mais
semelhante ao do ser humano e sua manutencdo é mais barata
(Samaranayake, Samaranayake, 2001; Takakura et al., 2003; Totti et al.,
2002; Naglik et al., 2008).

A presenca de xerostomia € um importante fator
predisponente para o aparecimento da candidose bucal comprovando o
efeito  protetor da saliva. Estudos realizados em ratos
sialoadenectomizados e inoculados com C. albicans demonstraram que
apos 5 semanas de inoculacéo, as leveduras foram recuperadas de 50%
dos ratos controles e 100% dos ratos sialoadenectomizados e apos 32
semanas de inoculacdo, 20% dos animais controles e 70% dos ratos
sialoadenectomizados apresentavam infeccdo por C. albicans (Jorge et
al., 1993a; Jorge et al., 1993b).
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Totti et al. (2002) avaliaram o efeito da xerostomia em
camundongos sialoadenectomizados demonstrando que 0s animais
permaneceram colonizados por C. albicans até 75 dias apés a inoculacéo,
contra 30 dias de colonizacdo para os animais controles. O uso de
camundongos no estudo favoreceu a permanéncia de C. albicans na
cavidade bucal, uma vez que estes animais ndo sao portadores de
leveduras do género Candida na boca.

Com o objetivo de estudar o efeito da sialoadenectomia
no desenvolvimento de candidose bucal em camundongos apéds 1 e 4
inoculacdes de C. albicans, Totti et al. (2004) observaram que houve
maior permanéncia de C. albicans apds 4 inoculagbes do que 1
inoculacdo em animais sialoadenectomizados do que em animais
controles. A analise histolégica do dorso da lingua dos animais
sialoadenectomizados revelou presenca de pseudohifas dentro do
epitélio, achatamento da papila lingual, acantose, infiltrado inflamatério
neutrofilico formando microabscessos intraepiteliais com prevaléncia das
lesdes na regido das papilas conicas e verdadeiras. O estudo demonstrou
que a sialoadenectomia e uma maior frequéncia de inoculagbes
influenciaram na presenca e extensao das lesdes de candidose.

Junqueira et al. (2005) avaliaram os efeitos dos
hormdénios ovarianos na candidose bucal estudando ratas controles e
ovarioectomizadas. ApOs trés inoculagbes consecutivas com suspensao
de C. albicans, os animais foram sacrificados nos intervalos de 6 horas,
24 horas, 7 dias e 15 dias apds a dultima inoculacdo. Os animais
ovarioectomizados apresentaram menos ocorréncia de lesbes de
candidose e menos recuperacdo de C. albicans da cavidade bucal em
relacdo as ratas controles, sugerindo que os hormoénios ovarianos tém
influéncia significante sobre a candidose bucal.

Takakura et al. (2003) desenvolveram um modelo animal
para candidose pseudomembranosa  utilizando = camundongos

imunossuprimidos. A inducéo foi facilitada com a administracéo de cloreto
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de tetraciclina a 0,83 mg/mL na agua de beber e administracdo de
prednisolona na dose de 100 mg/Kg de massa corpOrea. Os resultados
indicaram que a combinacao de tetraciclina e prednisolona aumentaram a
colonizagéo de Candida na cavidade bucal e que houve correlagdo com o
grau de candidose pseudomembranosa. O tratamento com fluconazol e
anfotericina B apresentou atividade terapéutica com melhora das
manifestacbes bucais. Segundo o0s autores, o modelo experimental
constitui uma importante ferramenta para a avaliacdo da atividade
terapéutica de novos antimicrobianos.

O modelo murino para candidose experimental
desenvolvido por Takakura et al. (2003) inspirou varios trabalhos com o
intuito de estudar o processo da doenca e avaliar os efeitos de novas
opcOes terapéuticas (Ishibashi et al., 2007; Kamagata- Kiyoura et al.,
2004; Hisajima et al., 2008; Yanagi et al., 2008; Takakura et al., 2004;
Taguchi et al., 2010). Kamagata- Kiyoura et al. (2004) avaliaram o efeito
da saliva humana pré- aquecida a 60°C e a 100°C e agua destilada apos
3, 6, 12, 24 e 36 horas de inoculacdo com C. albicans de acordo com o
modelo experimental desenvolvido por Takakura et al. (2003). A saliva
pré- aquecida a 60°C administrada 5 vezes em temperatura ambiente
reduziu significativamente a contagem de células viaveis de Candida
comparada com 1 tratamento com saliva pré- aquecida a 100°C ou agua
destilada. Os animais tratados com saliva pré- aquecida a 100°C por 20
minutos apresentaram as mesmas condi¢cdes de infeccdo que os animais
controles. Sugeriu-se que a saliva pode ter afetado o processo de
infeccdo e colonizagdo através dos fatores antimicrobianos néo
destruidos a 60°C.

A lactoferrina foi avaliada no tratamento de candidose
bucal, ndo somente para seu efeito antifGngico como também para o
efeito na resposta imune local e sistémica por Takakura et al. (2004). A
lactoferrina bovina foi colocada na agua de beber 1 dia antes da infeccao
com C. albicans e as coletas de amostras foram realizadas durante 7 dias
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apos a infeccdo. A partir do 5° dia foi observada diminuicao de C. albicans
e dos escores da lesdo, embora estes resultados tenham sido mais
significantes a partir do sexto e sétimo dia. O tratamento com lactoferrina
bovina promoveu a diminuicdo de linfocitos, porém nao houve diferenca
para neutrofilos. As células extraidas dos linfonodos dos animais tratados
e cultivadas com C. albicans produziram mais IFN-y e IL-12 que o0s
controles a partir do 5° dia, com diminuicdo de IL-12 no 6° dia. Neste dia
ocorreu correlacéo inversa entre os niveis IFN-y e TNF-a e os valores de
UFC/mL. Os dados sugeriram que a lactoferrina apresentou além de
atividade antifingica, agdo imunomodulatéria direta e que esta substancia
presente no leite bovino poderia ser usada ndo somente como enxague
bucal como também ser incluida na dieta.

Ishibashi et al. (2007) utilizaram o modelo experimental
proposto por Takakura et al. (2003) para o desenvolvimento de candidose
de esofaringe. Apdés 3 inoculagcbes, os autores observaram nos cortes
histoldgicos hifas nas placas brancas e formacéao de tubo germinativo no
tecido epitelial da mucosa com reacdo inflamatéria, destacando a
formacao do tubo germinativo como o mais importante fator de viruléncia
para a invasdo tecidual. O uso do imunossupressor prednisolona foi
necessario para o estabelecimento da infeccdo, pois sabe-se que este
glicocorticéide € um fator predisponente bem conhecido para a candidose
de mucosa.

O primeiro trabalho avaliando o efeito protetor do farnesol,
uma importante substancia que participa do Quorum-sensing, em
candidose de mucosa foi realizado por Hisajima et al. (2008). O
tratamento resultou em reducdo das lesbes, reducdo de células de C.
albicans e andlise histolégica com poucos micélios e células inflamatorias.
O trabalho demonstrou que o farnesol preveniu a invasao do fungo na
mucosa.

Yanagi et al. (2008) avaliaram o efeito de filme de

propionato de beclometasona em camundongos com candidose bucal. Os
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animais com filme sobre a lingua apresentaram 10 vezes mais células
viaveis de C. albicans e quando foram imunossuprimidos com
prednisolona e tratados com filme impregnado houve 100 vezes mais
células viaveis de C. albicans que o controle. Além disso, a andlise
histoldgica exibiu proximo ao filme regides cobertas por leveduras e hifas
enquanto que para o controle quase ndo houve crescimento de hifas. O
estudo demonstrou que o uso de filme impregnado com propionato de
beclometasona agravou o quadro de candidose.

Taguchi et al. (2010) avaliaram o efeito dos extratos de
capim santo (Cymbopogon citratus), cha verde (Camellia sinensis) e
canela (Cinnamomum cassia) apés trés dias de inoculacdo de C.
albicans. Os extratos de capim santo e cha verde ndo mostraram melhora
significativa nos sintomas e numero de células viaveis, enquanto que o
extrato de canela exibiu reducdo significativa das lesdes clinicas. Além
disso, as linguas apresentaram aparéncia normal e saudavel e a analise
histol6gica revelou menos hifas e infiltrado inflamatério. Os autores
destacaram que o0 extrato de canela poderia ser candidato como
ferramenta profilatica ou terapéutica contra infec¢des por C. albicans.

A prednisolona foi avaliada por Gyetvai et al. (2007)
quanto a influéncia nos fatores de viruléncia e fisiologia (defesa contra
estresse oxidativo) de C. albicans. Os autores observaram que esta
substancia apresentou acdo ambigua, pois houve aumento do
crescimento em caldo Sabouraud dextrose, aumento da capacidade de
germinacdo em soro de carneiro e aumento da producdo de fosfolipase
qgque foram contrabalanceados por aumento do reconhecimento por
leucdcitos polimorfonucleares (PMN) e aumento da sensibilidade ao
estresse oxidativo. Nao foi observada influéncia na aderéncia a materiais
plasticos e liberacédo de aspartil proteinase.

Na literatura existem trabalhos com outras metodologias
com animais imunossuprimidos para candidose bucal para estudo de

novos tratamentos e processo da doenca, descritos por Chami et al.
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(2004) e Dongari-Bagtzoglou et al. (2009), respectivamente. Chami et al.
(2004) avaliaram o efeito de duas substancias de origem vegetal,
carvacrol e eugenol, em candidose experimental induzida em ratos Wistar
imunossuprimidos com o glicocorticéide dexametasona e tratados com
tetraciclina na agua de beber, demonstrando que o0s animais controles
apresentaram extensiva colonizacdo por hifas na superficie dorsal da
lingua. Para os animais tratados com carvacrol ndo foi encontrada
infeccdo por Candida e para os animais tratados com eugenol foram
encontrados poucos focos ocupados por hifas. Nos animais tratados com
carvacrol ou eugenol ndo foram encontradas leveduras nas dobras da
lingua como encontrado para o0 grupo tratado com nistatina, podendo
constitutir focos para infec¢des recorrentes. Os autores relataram que a
imunossupressao foi necessaria para o sucesso do modelo experimental.
Dongari-Bagtzoglou et al. (2009) utilizaram camundongos
imunossuprimidos para inducdo de candidose pseudomembranosa de
orofaringe para posterior caracterizacdo sistematica da composi¢cao do
biofilme na mucosa in situ. Os animais foram imunossuprimidos com
acetato de cortisona e inoculados com swab encharcado com cepa clinica
de C. albicans duas vezes, a segunda vez 2 dias mais tarde, e
administrado suspensdes de leveduras na agua de beber. A microscopia
confocal a laser revelou variagdes microanatémicas do epitélio da papila
lingual, formando depressodes, altas elevacbes de empilhamento de
células fungicas como também areas escuras entre 0S microrganismos
sugestivo de matriz extracelular. No tecido seccionado foi investigada a
presenca de [-glucana através de anticorpo anti B-glucana sendo
imunoacessivel por toda a massa do biofilme e notado na superficie da
hifa e levedura. Foram observados neutréfilos que migraram por toda a
mucosa formando microabscessos. O biofilme formado sobre a lingua foi
constituido por biofilme misto de C. albicans e bactérias sendo algumas

identificadas como  Enterococcus spp., Lactobacillus spp. e
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Staphycoloccus spp., em que foram vistas bactérias invadindo o epitélio

junto com C. albicans.

2.5 Terapia Fotodinamica (TFD)

O protocolo de tratamento com TFD refere-se a
administragao de um fotossensibilizador seguida de irradiacdo do tecido
fotossensibilizado com luz de comprimento de onda adequado. O
fotossensibilizador passa por uma transicdo do estado fundamental de
baixa energia para o estado triplete de alta energia. O estado triplete do
fotossensibilizador pode reagir diretamente com biomoléculas para
produzir radicais livres e espécies reativas de oxigénio (reacéo tipo I) ou
com oxigénio molecular para produzir oxigénio singleto reativo (reacao
tipo Il) (Maisch, 2007; Pleatzer et al., 2009). A reacdo tipo | é
caracterizada pela transferéncia de elétrons (ou prétons) para o oxigénio
e outras moléculas adjacentes para formar radical anion ou cation,
respectivamente. Estes radicais podem reagir com o oxigénio molecular
para formar espécies reativas de oxigénio. Os anions superoxidos reagem
com sistemas biolégicos podendo produzir perdoxido de hidrogénio
responsavel por dano celular. Este composto passa facilmente através da
membrana citoplasmatica ndo sendo restrito ao compartimento celular. A
reacdo tipo | ndo requer necessariamente a presenca de oxigénio
ocorrendo através da acao de radicais livres formados que causam dano
celular. Na reagdo fotoquimica tipo Il ocorre transferéncia de energia ao
oxigénio molecular com formacdo de oxigénio singleto. Os dois tipos de
reacao ocorrem em paralelo e dependem do fotossensibilizador usado e
principalmente da concentragdo de oxigénio. A maioria dos
fotossensibilizadores apresenta a reacéo tipo Il como reacdo dominante
(Pleatzer et al., 2009).
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A reagao fotodinamica ocorre quando o]
fotossensibilizador no estado singleto em seu nivel fundamental absorve
foétons de luz de especifico comprimento de onda e entdo a molécula é
promovida ao estado excitado, o qual também €& estado singleto.
Alternativamente, o fotossensibilizador pode converter-se para o estado
triplete de menor energia, porém com tempo de vida mais longo que o
estado singleto. Esta conversdo envolve uma mudanga no spin de um
elétron. O fotossensibilizador pode retornar ao estado fundamental por
emissdo de fluorescéncia ou por conversdo com perda de calor sem
alteracdo quimica, podendo participar novamente do processo (Donnelly
et al., 2008). Pode ocorrer também destruicdo do fotossensibilizador em
fragmentos pequenos, o qual estes ndo absorverdo na regido do espectro
visivel (Pleatzer et al., 2009).

O interesse nos fotossensibilizados que sofrem reacéo
tipo Il deve-se ao fato de as células possuirem enzimas antioxidantes
como superoxido dismutase e catalase que protegem contra alguns
radicais oxigenados, mas ndo contra oxigénio singleto que provoca danos
em acidos graxos insaturados de membranas lipidicas, passando por
reacoes de peroxidacdo e danos em enzimas por reacdes especificas
com os aminoacidos metionina, triptofano e tirosina e danos nos acidos
nucléicos por interacdo inicial com bases guaninas (Konopka, Goslinski,
2007; Banks et al., 1985).

2.5.1 Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (TFD)

A TFD antimicrobiana foi realizada pela primeira vez em
1900 por Oskar Raab que observou toxicidade em células de Paramecia

caudatum tratado com acridina sob efeito da luz. Mais tarde em 1904 von
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Tappeiner nomeou este fendmeno como reacdo fotodinamica (Maisch,
2007).

Na metade do século passado a TFD foi esquecida devido
a descoberta dos antibiéticos e entdo direcionada para o tratamento do
cancer a partir de 1975 (Maisch, 2007; Pleatzer et al., 2009). Entretanto,
nos ultimos anos vem crescendo o interesse por novas alternativas de
tratamentos de infec¢des causadas por bactérias e fungos resistentes aos
antibioticos e antifungicos disponiveis, respectivamente, com interesse
particular para o tratamento de infec¢cdes fungicas, pois o numero de
drogas disponiveis € limitado quando comparado com a terapia antibiética
(Casey et al., 2007; Donnelly et al., 2008).

A vantagem da TFD antimicrobiana em relacdo aos
demais tratamentos é o improvavel desenvolvimento de resisténcia a TFD
antimicrobiana, visto que em células microbianas o oxigénio singleto e os
radicais livres interagem com varias estruturas celulares e vias
metabdlicas diferentes. Esta terapia € igualmente efetiva contra bactérias
e fungos resistentes e sensiveis aos antimicrobianos, além de nao induzir
a selecéo de cepas resistentes (Konopka, Goslinski, 2007).

Demidova e Hamblin (2005) avaliaram a inativacao
fotodindmica mediada por trés fotossensibilizadores, clorina conjugada
poli-L-lisina, azul de toluidina e rosa bengala, contra Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e C. albicans. O nivel de suscetibilidade foi maior
para S. aureus seguida de E. coli e de C. albicans. C. albicans mostrou-se
0 mais resistente, provavelmente devido ao seu tamanho 10 a 50 vezes
maior do que as bactérias, que requer maior quantidade de oxigénio
singleto, pois apresenta mais alvos por unidade de volume da célula,
como também a presenca da membrana nuclear que atua como uma
barreira adicional dificultando o sucesso da terapia (Zeina et al., 2001;
Donnelly et al., 2007).

O estudo da TFD contra C. albicans tem sido investigada

também quanto ao seu efeito na célula e fatores de viruléncia em
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combinagcbes de tratamentos com diversas fontes de luz e
fotossensibilizadores (Lambrechts et al., 2005; Cormick et al., 2009; Bliss
et al., 2004; Giroldo et al., 2009; Chabrier-Rosell6 et al., 2005; Munin et
al., 2007).

O fotofrin e irradiacdo com lampada de mercurio (9 J.cm™)
foram estudados em C. albicans, C. krusei e C. glabrata, em que as duas
Ultimas espécies foram mais resistentes a TFD que C. albicans, porém C.
glabrata foi modestamente reduzida mesmo nas concentracbes mais
altas. Apos o tratamento, foi observada pouca recuperacdo do
crescimento apos varias horas, poucas coldénias formadas e células
deformadas, uma vez que o blastoconidio foi mais resistente a TFD do
que a forma filamentosa (Bliss et al., 2004).

Trabalhos utilizando porfirinas na inativagéo fotodinamica
de C. albicans reduziram 5- 6 logio de células e foi relatado que os
tratamentos interferiram na membrana citoplasmatica com subsequente
dano nos alvos intracelulares (Lambrechts et al., 2005; Cormick et al.,
2009).

Estudos demonstraram o efeito da TFD em fatores de
viruléncia de C. albicans como formacao de tubo germinativo e biofilme.
Chabrier-Rosell6 et al. (2005) avaliaram o efeito do fotossensibilizador
fotofrin irradiado por lampada de mercurio (18 J.cm™) em biofilme e tubo
germinativo de C. albicans. Os resultados demonstraram que os biofilmes
tratados com a TFD apresentaram significante reducdo em relacdo aos
tratados com o antifungico convencional anfotericina B. O tratamento em
tubo germinativo demonstrou que houve perda da integridade da
membrana e morte celular. Os autores sugeriram que sejam feitas mais
pesquisas para designar estudos em animais para o0 tratamento de
candidose cutanea e mucocutanea.

Munin et al. (2007) conseguiram com o0 uso da TFD
mediada por azul de metileno nas concentracdes de 0,027 a 13,37 mM

associado ao laser AsGaAl (683 nm) com fluéncia de 28 J.cm™ reduzir
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significativamente o numero de UFC/mL observando células de aparéncia
anormal e tamanho pequeno. Além disso, conseguiram diminuir
significativamente a porcentagem de células formando tubos
germinativos, uma vez que este representa um importante fator de
viruléncia para a invasao.

O aumento da permeabilidade da membrana foi apontada
como causa de morte de células de C. albicans quando submetida a TFD
com azul de metileno na concentracdo de 133,7 uM e irradiado por laser
de diodo (28 J.cm™) com reducdo de 3,7 log;o de células, provavelmente
devido a geracdo de espécies reativas de oxigénio (Giroldo et al., 2009).

O primeiro trabalho de TFD em modelo animal de
candidose experimental foi realizado por Teichert et al. (2002) para o
tratamento de candidose bucal induzida em camundongos com doenca
imunodeficiente severa combinada com TFD mediada por azul de
metileno associada ao laser (275 J.cm™) de diodo de comprimento de
onda de 664 nm. Os animais foram inoculados com swabs diretamente da
colbénia trés vezes por semana durante 4 semanas, além de ser
administrado suspenséo de C. albicans na agua de beber. Foram colhidas
amostras da cavidade bucal dos animais antes do experimento, as quais
foram negativas para C. albicans. Os resultados da TFD foram dose-
dependente, obtendo reducao flngica nas concentracdes de 668,6 UM a
1069,8 uM e erradicacéo total de C. albicans de 2,5 logio e 2,74 logio a O
para as concentracdes de 1203,5 uM e 1337,2 uM de azul de metileno.
Os dados sugerem que a TFD pode ser efetiva para o tratamento de
candidose bucal em pacientes imunodeprimidos consistindo em uma
opcao terapéutica simples, barata e segura para tratamentos repetitivos
sem o risco de desenvolvimento de resisténcia fungica.

Junqueira et al. (2009) trataram candidose bucal induzida
em ratos utilizando como fotossensibilizador azul de metileno (312,6 uM)
e fonte de luz laser AsGaAl (26 J.cm™) e observaram que o grupo que

recebeu a TFD exibiu alteracbes epiteliais menos intensas e menor
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resposta inflamatéria crébnica do que os controles. Para o grupo tratado
somente com laser foram observadas mais alteragfes intensas no epitélio
e resposta inflamatéria cronica que os demais. Os resultados
demonstraram que a TFD mostrou eficacia no tratamento de candidose
experimental.

Em trabalho mais recente de TFD em animal, Mima et al.
(2010) utilizaram a mesma metodologia proposta por Takakura et al.
(2003) para inducdo de candidose bucal em camundongos
imunossuprimidos, os quais foram tratados com o fotossensibilizador
Photogen®, composto por uma mistura de hematoporfirinas, nas
concentracdes de 400, 500 e 1000 mg/L e irradiados (305 J.cm™) por LED
azul (455 nm) com reducédo de células de C. albicans de 1,04, 1,39 e 1,41
logio, respectivamente, e LED vermelho (630 nm) com reducéo de 1,05,
1,59 e 1,40 logao, respectivamente, os quais os resultados apresentaram
diferenca estatisticamente significante em relacdo aos controles. Para
ambos os grupos controle e TFD, a andlise histologica revelou presenca
de leveduras e pseudohifas limitadas a camada queratinizada do dorso da
lingua, em que ndo houve evidéncia de invasdo de leveduras e
pseudohifas dentro das camadas mais profundas do epitélio continuo.
Além disso, o tecido conectivo subjacente exibiu leve infiltrado
inflamatério mediado por células mononucleares. O estudo demonstrou
que a TFD mediada por Photogen® promoveu significante reducao da
viabilidade de biofilmes de C. albicans sem danificar os tecidos da lingua.
Entretanto, os autores argumentaram que o0s resultados mostraram a
importancia clinica do estudo para determinar a efetividade in vivo de
parametros para a TFD antes da aplicacdo clinica e que para isto sao
necessarios mais estudos para avaliar os efeitos da TFD como tratamento
de candidose bucal.

Além da atividade antimicrobiana da TFD, tem sido
estudado o efeito desta terapia em fatores de viruléncia. Martins et al.

(2011) avaliaram o feito da TFD mediada por azul de metileno (312,6 uM)
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e irradiacdo com laser AsGaAl (245 J.cm™) em candidose bucal induzida
em ratos e seus efeitos na secrecdo de enzimas extracelulares, como
proteinase e fosfolipase. A TFD reduziu o numero de células viaveis
recuperadas apos os tratamentos e a atividade de fosfolipase, porém sem
diferenca estatisticamente significante entre os grupos, por outro lado
houve diferenca estatisticamente significante para a TFD na reducao das
lesGes microscopicas de candidose e atividade da proteinase, sem danos
para os tecidos normais. Estes resultados despertam interesse para o
estudo de novos mecanismos de agdo da TFD em alvos celulares ainda

nao explorados pelos antifiingicos convencionais.

2.5.2 Eritrosina

Para uso em Odontologia, o corante eritrosina tem
despertado grande interesse para a TFD, pois ja é utilizado na prética
odontoldgica para evidenciacdo de biofilme dentario nas concentracdes
de 9- 25 mM e apresenta como vantagens em relacdo aos demais
fotossensibilizadores falta de toxicidade para o hospedeiro, uso aprovado
em Odontologia e disponibilidade de uso (Wood et al., 2006; Allaker,
Douglas, 2009).

A eritrosina pertence ao grupo dos xantenos que Sao
compostos ciclicos com trés anéis aromaticos com arranjo linear com um
atomo de oxigénio no centro do anel, com absor¢do de luz na faixa do
visivel (500-550 nm) com consequente reacdo fotoquimica (Perussi, 2007;
Wood et al., 2006).

O corante eritrosina foi aplicado em associacdo com LED
de emissao de luz azul (95 J.cm-2) na TFD contra culturas plancténicas
de S. mutans e bactérias Gram- negativas nas concentracoes de 2 uM e

50 uM, respectivamente, com reducao de 5,16 log;o de células viaveis de
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S. mutans, enquanto que para as bactérias Gram-negativas ndo houve
reducdo (Rossoni et al., 2010; Costa et al., 2010).

Wood et al. (2006) estudaram o efeito da TFD em
biofilmes de S. mutans formados in vitro tratados com eritrosina, azul de
metileno e fotofrin irradiados por lampada de filamento de tungsténio de
400 W. Os autores observaram reducao de 2,2 + 0,2 log;o de UFC para
biofilmes de 24 horas e 3,0 + 0,3 logip de UFC para biofilmes de 288
horas para o corante eritrosina na concentracdo de 22 uM, o qual foi o
mais efetivo entre os corantes testados destacando seu potencial como
fotossensibilizador para o controle e tratamento de biofilmes bucais. Em
outro trabalho, Metcalf et al. (2006) avaliaram o efeito do fracionamento
da luz branca na irradiagdo de biofilmes de S. mutans formados nas
mesmas condicbes do que no trabalho anterior, obtendo 1,7 logio de
reducdo das células a mais que a irradiacdo por luz continua. Segundo os
autores, isto pode ter ocorrido devido ao reabastecimento de alvos
moleculares, como o oxigénio, durante os periodos escuros.

Contra C. albicans n&o foram encontrados trabalhos na
literatura de TFD mediada por eritrosina, entretanto Demidova e Hamblin
(2005) utilizaram como fotossensibilizador outro representante do grupo
dos xantenos, rosa bengala, que foi capaz de inativar células de C.
albicans na concentracdo de 200 pM com reducédo de 4 e 6 logio nas
densidades celulares de 10’ e 10° células/mL, respectivamente, somente
quando o corante foi deixado na solucdo, sugerindo que este
fotossensibilizador teve efeito fotodinamico provocando danos no exterior

da célula.
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2.5.3 Diodio Emissor de Luz (LED)

O LED é uma fonte de luz ndo coerente, produzindo luz
através de eletroluminescéncia (Bevilacqua et al., 2007; Soares et al.,
2009). E um componente eletrénico moderno semelhante aos lasers de
diodo. Foi desenvolvido pela Agéncia Espacial Norte Americana (North
American Spacial Agency- NASA), para incremento do nimero de mitoses
celulares no espago, com excelentes resultados. Esta luz é conhecida
como “Stand by” encontrada em aparelhos eletronicos. Este tipo de luz
tem como vantagem, em relacéo aos lasers o uso de pouca energia o0 que
influencia na escolha por custo/ beneficio (Bispo, 2007).

Zanin et al. (2005) avaliaram os efeitos da TFD em
biofilmes de S. mutans tratados com azul de toluidina na concentracao de
326,9 UM nos tempos de pré-irradiacdo de 5, 15 e 30 minutos e fluéncia
de 49, 147 e 294 J.cm™ com subsequiente irradiacdo por LED (620-660
nm) e laser de Hélio Nednio (HeNe) (632,8 nm). Foram obtidas reducdes
da viabilidade das células de 3,12 a 4,29 logio € de 2,10 a 3,1 logio,
respectivamente para cada fonte de luz. Os resultados demonstraram que
a associacao do azul de toluidina e LED foi mais efetivo que azul de
toluidina e laser HeNe na reduc¢do das células, indicando o potencial dos
LEDs na TFD para o tratamento de doencas bucais, visto que sua
seguranca € comprovada para tecidos bucais.

Outros estudos descreveram o potencial do LED para a
TFD em S. mutans (Giusti et al.,, 2008; Bevilacqua et al.,, 2007).
Bevilacqua et al. (2007) avaliaram o efeito da TFD mediada por azul de
toluidina na concentracdo de 326,9 uM e irradiado por LED (640 nm) com
fluéncia de 2,18 J.cm? em biofilmes de S. mutans formados sobre a
superficie de tubos capilares de vidro e obtiveram 7,91 logio de reducéo
de células demonstrando a excelente atividade deste LED na TFD quando

associado ao azul de toluidina.
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Em C. albicans foram encontrados na literatura alguns
trabalhos de TFD com aplicacdo do LED. Peloi et al. (2008) avaliaram a
acao fotodindmica do azul de metileno na concentracdo de 35,2 uM
irradiado por LED (2-12 J.cm™) com comprimento de onda de 663 nm por
10, 20, 30 e 60 minutos em S. aureus, E. coli e C. albicans com reducéo
em logyo de 2,34-3,71, 1,61-3,41 e 2,77-3,87, respectivamente. Os
autores sugeriram que o LED pode ser promissor como fonte de luz para
a TFD, ndo somente por ndo ser monocromatico, mas também por sua
alta eficiéncia e baixo custo, além de néao ter efeito antifingico quando
aplicado sozinho.

Soares et al. (2009) testaram a TFD com azul de toluidina
combinada ao LED (36-180 J.cm™) com comprimento de onda de 630 nm
em cepas de Candida spp. sensiveis e resistentes ao fluconazol
apresentando média de reducgéo de 3,41 logio e reducdo da aderéncia as
células do epitélio bucal de 55%, demonstrando significativo resultado. A
fonte de luz sozinha ndo apresentou atividade contra a viabilidade das
células e aderéncia. Os autores sugeriram que esta nova modalidade
terapéutica pode auxiliar o tratamento das infeccbes causadas por
leveduras do género Candida na cavidade bucal, principalmente as
causadas por microrganismos resistentes inibindo o crescimento e a
aderéncia ao epitélio bucal.

Com aplicacdo de LED de emisséao de luz azul (37,5 J.cm’
%), foi encontrado trabalho de Dovido et al. (2009) que avaliou o efeito
antifingico da TFD mediada por Photogen® na concentracdo de 25 mg/L
em cepas padrédo de C. albicans e C. grabrata e cepas resistentes ao
fluconazol. Em culturas planctdnicas, todos os microrganismos foram
inativados nestes parametros. Para o biofilme de espécies Unicas foram
conseguidos menos de 1 logip, de meédia de reducgéo, sendo a espécie C.
glabrata a mais resistente. Os autores nao observaram efeito citotoxico do
fotossensibilizador e do LED quando utlizados isoladamente

comprovando que a taxa de morte foi decorrente de efeito fotodinamico.



3 PROPOSICAO

Os objetivos deste trabalho foram:

a) avaliar o efeito antifingico da Terapia
Fotodinamica (TFD) in vitro em culturas plancténicas
e biofilmes formados por Candida albicans;

b) avaliar o efeito antifingico da TFD num modelo
murino de candidose bucal, bem como analisar
macroscopicamente e histologicamente o efeito da
TFD;

c) avaliar a aderéncia de C. albicans as células

epiteliais bucais humanas in vitro apos a TFD.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Comité de Etica

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Animais e Seres Humanos da Faculdade de
Odontologia do Campus de S&o José dos Campos/UNESP, conforme
protocolos n® 022/2009 - PA/CEP (Anexo A) e 008/2011 — PH/CEP
(Anexo B), e foi realizado de acordo com os Principios Eticos para a
Experimentacdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e Principios Eticos, seguindo diretrizes
e normas regulamentadoras de pesquisa, com seres humanos, conforme,

Resolugdo n° 196/96 do Conselho Nacional de Saude.

4.2 Fotossensibilizador e fonte de luz

Para a sensibilizacdo de C. albicans foi utilizado o
fotossensibilizador aniénico eritrosina B, soluvel, 95+% (Aldrich Chemical
Co., Milwaukee, WI, EUA), que apresenta férmula molecular CyoHgl4Os,
peso molecular igual 835,89 g.mol™ e ponto de fusdo de 303°C. A solucao
do fotossensibilizador foi preparada pela dissolucdo do p6 em solugéo
fisiolégica tampéao fosfato (PBS, pH 7,4) e esterilizada por filtragdo em
membrana com poros de didametro de 0,22 um (MFS, Dublin, CA, EUA).
Apés a filtracdo, a solu¢do do corante foi mantida no escuro. O espectro

de absorcdo da solugcdo do corante eritrosina (1,0 uM em PBS) foi
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verificado em espectrofotdmetro (Cary 50 Bio, Varian Inc., Palo Alto, CA,
EUA) no laboratério de Sintese Organica da Universidade do Vale do
Paraiba (UNIVAP).

Foi utilizado como fonte de luz um Diodo Emissor de Luz
(LED) de cor verde (MMOptics, Sao Carlos, SP, Brasil) com comprimento
de onda de 532 = 10 nm, poténcia de 90 mW, energia de 16,2 J e tempo
de irradiacdo de 3 minutos. Os demais parametros de irradiacdo para
culturas planctonicas, biofilmes e linguas dos camundongos estéao

descritos no quadro 1.

Quadro 1- Parametros de irradiacdo de acordo com o ensaio.

Parametros Cultura planctbnica Biofilme Lingua
Taxa de fluéncia 237 mW.cm™ 237 mW.cm™® | 80 mW.cm™
Fluéncia 42,63 J.cm™ 42.63J.cm? | 14,34 J.cm™
Area irradiada 0,38 cm? 0,38 cm? 1,13 cm?®

Foi realizado monitoramento da temperatura na base da
placa de 96 pocos (Costar Corning, New York, NY, EUA) com termdmetro
infravermelho (MX4, Raytek, Sorocaba, SP, Brasil), observando-se que

nao houve aumento de temperatura apos a irradiagdo com LED.

4.3 Terapia Fotodinamica (TFD) in vitro

4.3.1 Terapia Fotodinamica em cultura planctonica

Cepa padréao de C. albicans (ATCC 18804) foi semeada

em agar Sabouraud dextrose (Himedia, Mumbai, Maharashtra, india) e
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incubada a 37°C por 24 horas. A seguir, 0 microrganismo foi cultivado em
caldo Sabouraud dextrose (Himedia, Mumbai, Maharashtra, india) a 37°C
por 16 horas.

O crescimento microbiano no caldo foi centrifugado a 358
X g durante 10 minutos e lavado duas vezes com PBS. O sedimento foi,
entdo, ressuspendido em PBS. A seguir, a suspensdo padronizada da
cepa em PBS na concentracdo de 10° células/mL foi preparada com
auxilio de espectrofotometro (B582, Micronal, Sao Paulo, SP, Brasil) com
comprimento de onda de 530 nm e densidade éptica (DO) de 0,284.

Para o estabelecimento da curva de morte para as
culturas planctonicas, foram realizados 220 ensaios com a suspensao
padronizada com o corante eritrosina nas concentracdes de 200, 100, 50,
25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,56, 0,78 e 0,39 uM, sendo realizados 10 ensaios
para cada concentragdo. Os ensaios foram divididos nas seguintes

condi¢cbes experimentais (n= 10), conforme quadro 2.

Quadro 2- Divisado dos grupos experimentais para cultura plancténica

Grupos CondigOes experimentais Ensaios
experimentais
F-L- PBS 10
F-L+ LED (42,63 J.cm™) 10
F+L- Eritrosina nas concentragcdes de 200; 100; 100
50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78 e 0,39 uM
F+L+ Eritrosina nas concentragcdes de 200; 100; 100
50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78 e 0,39 uM
+ LED (42,63 J.cm™)
Total 220

De acordo com as condicdes experimentais, foi
adicionado 0,1 mL da suspensdo de C. albicans em cada orificio, de
placas de microtitulacdo de 96 pocos de fundo plano (Costar Corning)
com &rea de 0,38 cm?. Posteriormente, 0os grupos F+L+ e F+L- receberam
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0,1 mL de cada concentracdo da solucao de eritrosina. Os grupos F-L+ e
F-L- receberam 0,1 mL de PBS. A placa foi agitada por 5 minutos (tempo
de pré-irradiacdo) em agitador orbital (Solab, Piracicaba, SP, Brasil). A
seguir, 0s grupos F+L+ com as respectivas concentracdes do
fotossensibilizador e F-L+ foram irradiados por 3 minutos com fluéncia de
42,63 J.cm™, de acordo com o protocolo descrito no item 4.2.

ApoOs a irradiacao, foram realizadas diluicbes seriadas e
aliquotas de 0,1 mL foram semeadas, com auxilio de alca de Drigalski,
em agar Sabouraud dextrose e incubadas a 37°C por 48 horas. Decorrido
o periodo de incubacéo, foi realizada contagem das UFC/mL que foram

transformadas em logaritmo.

4.3.2 Terapia Fotodinamica em biofilme

Para crescimento do biofilme foi utilizada a metodologia
descrita por Seneviratne et al. (2009), com modificacdes.

Cultura de C. albicans (ATCC 18804) de 18 horas a 37°C
em 4gar Sabouraud dextrose foi semeada em meio Yeast Nitrogen Base
(YNB- Himedia) suplementado com glicose (Vetec, Duque de Caxias, RJ,
Brasil) na concentracdo de 50 mM. Apds o periodo de incubacdo de 18
horas a 37°C, as leveduras foram centrifugadas a 358 x g por 10 minutos,
lavadas duas vezes com PBS, ressuspendidas em YNB suplementado
com 100 mM de glicose e padronizada na concentracéo de 10’ células/mL
em espectrofotdmetro utilizando comprimento de onda de 530 nm e DO
de 0,381.

Foi colocado 250 pL da suspensdo de C. albicans nos
pocos da placa de microtitulacdo de 96 pocos de fundo plano com érea de
0,38 cm? . A placa foi incubada em agitacéo de 75 rpm (Quimis, Diadema,

SP, Brasil) a 37°C por 90 minutos para fase inicial de adesdo. Decorrido
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este periodo, os pocos foram lavados com 250 pL de PBS, para a
remocgdo das células ndo aderidas. A seguir, foi adicionado 250 pL de
YNB acrescido de 100 mM de glicose e a placa incubada a 37°C por 48
horas em agitacdo de 75 rpm. O caldo foi trocado a cada 24 horas. A
seguir, a placa com os biofilmes formados de C. albicans foi lavada com
250 pL de PBS, para remocéao das células ndo aderidas.

Apos a TFD em culturas plancténicas, foi feito um estudo
piloto com solucdes de eritrosina a partir da concentracao que apresentou
100% de reducdo de células de C. albicans para determinar a
concentracdo efetiva para TFD em biofilmes de C. albicans e tratamento
de candidose bucal que foi de 400 uM.

Foram avaliados os seguintes grupos experimentais (n=
10) de acordo com o quadro 3. Os grupos F+L+ e F+L- receberam 250 pL
da solucdo do corante eritrosina na concentracdo de 400 uM e os grupos
F-L+ e F-L- receberam 250 pL de PBS.

Quadro 3- Divisdo dos grupos experimentais para biofilme

Grupos experimentais | Condi¢cdes experimentais Ensaios
F-L- PBS 10
F-L+ LED (42,63 J.cm™) 10
F+L- Eritrosina (400 pM) 10
F+L+ Eritrosina (400 uM) + LED (42,63 10
J.cm?)
Total 40

Os biofilmes ficaram imersos na solucdo do corante ou
PBS por 5 minutos (tempo de pré-irradiacdo) em agitador orbital.

Para a irradiacdo dos grupos F+L+ F-L+, os biofilmes
foram irradiados (42,63 J.cm™@) por 3 minutos com a placa suspensa,

conforme o protocolo ja descrito no item 4.2.
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Apés os tratamentos, os biofiimes no fundo da placa
foram raspados com auxilio de palito de madeira estéril e transferidos
para tubos Falcon contendo 10 mL de PBS. A seguir, os tubos foram
homegeneizados por 30 segundos em homogeneizador ultra-sénico
(Sonoplus HD 2200- Bandelin Eletronic, Berlim, Brandemburgo,
Alemanha) com poténcia de 50 W. A solu¢édo contendo PBS e células do
biofilme foi considerada como fator de diluicdo 10?, a partir dai foram
feitas diluicbes seriadas e aliquotas de 0,1 mL de cada diluicdo foi
semeada em placas de agar Sabouraud dextrose e incubadas a 37°C por
48 horas. Apés o periodo de incubacgdo, foram determinadas as UFC/mL
e os valores transformados em logaritmo.

As irradiacfes das culturas planctonicas e biofilmes foram
realizadas em condi¢des assépticas, em camara de fluxo laminar e com a
luz apagada, onde foi utilizado um anteparo negro fosco com orificio de
diametro coincidente ao da entrada do poco evitando-se assim 0

espalhamento de luz.

4.3.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) para o biofilme

Biofilmes dos grupos F+L+ (h= 2) e F-L- (n= 2) foram
submetidos a analise em MEV.

Os biofilmes foram formados conforme descrito no item
4.3.2 e submetidos aos tratamentos de acordo com 0S grupos
experimentais F+L+ e F-L-, porém os biofilimes foram formados sobre
discos de poliestireno de aproximadamente 8 mm de diametro
esterilizados em camara de radiacdo gama a 20 kGy (Cobalto 60) por 6
horas (Embrarad, Sdo Paulo, SP, Brasil). Os discos foram colocados em
placas de cultura de células de 24 pocgos (Costar Corning), na qual o

volume da suspenséo, PBS, meio de cultura e corante foi de 1 mL. A
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seguir, os discos foram transferidos para placa de 24 pocgos contendo 1
mL de glutaraldeido a 2,5% para fixagdo por 1 hora e desidratados por 1
mL de solucdes de alcool com concentracbes crescentes (10%, 25%,
50%, 75% e 90% por 20 minutos e 100% de alcool por 1 hora). As placas
foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas para secagem completa
dos discos.

A segquir, os discos foram transferidos para stubs de
aluminio e recobertos com ouro por 120 segundos a 40 miliamperes
(BAL- TEC 50D 050 Sputter Coater, Liechtenstein). Ap6s a metalizacao,
os biofilmes foram examinados e fotografados em MEV (Jeol JSM5600,

Toquio, Japao), operando a 15 kV com aumentos de 1000 e 5000 x.

4.4 Terapia Fotodinamica (TFD) in vivo

4.4.1 Animais experimentais

Foram utilizados 56 camundongos (Mus musculus,
albinos, Swiss) machos e adultos, com peso variando de 30 a 60 g,
provenientes do Biotério da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos
Campos/UNESP, sendo utilizados 48 animais para o estudo do efeito da
TFD em candidose experimental induzida por C. albicans e 8 animais
para o estudo do efeito da TFD no dorso da lingua sem a inoculacéo por

C. albicans. O fluxograma do estudo esta descrito na Figura 1.
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1° Dia- 12 Imunossupressao-
56 camundongos*

2° Dia- Inoculagdo de C. 2° Dia- sem inoculacéo de C.
albicans- 48 camundongos albicans- 8 camundongos

5° Dia- 22 imunossupressao 5° Dia- 22 imunossupressao
6° Dia- Tratamento e 6° Dia- Tratamento
recuperacao de leveduras F+L+ =2 (MO)

F+L+ =10 (MO) e 2 (MEV) F+L- =2 (MO)

F+L- =10 (MO) e 2 (MEV) F-L+ =2 (MO)

F-L+ =10 (MO) e 2 (MEV) F-L- =2 (MO)

F-L- = 10 (MO) e 2 (MEV)

7° Dia- Eutanésia 7° Dia- Eutanésia
Analise macroscépica Andlise macroscoépica
Analises histolégicas Andlises histolégicas
MEV

Aderéncia de C. albicans

*Todos o0s animais receberam cloridrato de tetraciclina durante todo o periodo.

Figura 1 - Fluxograma do estudo. F+L+: tratado com eritrosina e LED; F+L-: tratado com
eritrosina; F-L+; tratado com LED; F-L-: grupo controle. MO= Microscopia Optica; MEV=
Microscopia Eletrénica de Varredura.

4.4.2 Verificagcdo de colonizagcdo natural por Candida spp. na cavidade

bucal dos camundongos

Antes de iniciar a inducdo de candidose bucal por C.
albicans, foi verificada a colonizagdo natural por leveduras do género
Candida na cavidade bucal de todos os animais. Para isto foi coletado,
com o auxilio de um swab (Absorve, Cral, Sdo Paulo, SP, Brasil) estéril,
material de toda a cavidade bucal, principalmente do dorso da lingua. O
swab foi imediatamente semeado em placas com &gar Sabouraud

dextrose acrescido de 0,1 mg de cloranfenicol (Vixmicina, S&o Paulo, SP,
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Brasil) por mL de meio. As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas, e
guando ndo houve crescimento, as placas foram incubadas por mais 5
dias em temperatura ambiente. Neste trabalho, foram utilizados animais

com cultura negativa para Candida spp. na cavidade bucal.

4.4.3 Imunossupressao e administracéo de tetraciclina

Os animais foram imunossuprimidos com duas injecdes
subcuténeas no dorso de prednisolona (Depo- Medrol, Laboratorios Pfizer
Ltda., Guarulhos, SP, Brasil) na dose de 100 mg/Kg de massa corporea 1
dia antes e 3 dias ap6s a infec¢cdo com Candida.

Na &gua de beber foi administrado cloridrato de
tetraciclina (Terramicina, Pfizer, Guarulhos, SP, Brasil) na concentracao
de 0,83 mg/mL iniciando 1 dia antes da infec¢cdo e mantido até o final do
experimento. A imunossupressao e administragdo de tetraciclina foram
realizadas de acordo com o modelo experimental desenvolvido por
Takakura et al. (2003)

4.4.4 Preparo da suspensao de C. albicans

Cepa padréo de C. albicans (ATCC 18804) foi semeada
em placa de &agar Sabouraud dextrose a 37°C por 24 horas. O
crescimento foi suspenso em 10 mL de PBS e centrifugado a 358 x g
durante 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o procedimento
repetido novamente. O sedimento foi suspenso em 10 mL de PBS e
padronizado em 10° células vidveis/mL em camara de Neubauer
(Laboroptik GMBH, Bad Homburg, Alemanha).
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4.4.5 Inoculacdo da suspensdo de C. albicans na cavidade bucal dos

camundongos

Os camundongos foram sedados via intramuscular com
injecOes de cloridrato de clorpromazina (Amplictil, Sanofi Aventis, Suzano,
SP, Brasil) na dose de 10 mg/Kg de massa corporea no volume de 50 pL
em cada pata traseira. Os camundongos foram inoculados com swab
estéril encharcado na suspensdo do microrganismo padronizada em 10°
células/mL esfregado por 1 minuto sobre o dorso da lingua, um dia apos a
primeira administracao de prednisolona.

Os grupos que nao foram inoculados com C. albicans (8
camundongos) receberam tetraciclina e foram imunossuprimidos,

conforme item 4.4.3.

4.4.6 Terapia Fotodinamica de C. albicans

Para a sensibilizacéo foi utilizado corante eritrosina (400
uM). A fonte de luz utilizada foi o LED com os mesmos padrdes ja
descritos de acordo com o item 4.2. A aplicagcdo do LED foi feita por
contato por 3 minutos (14,34 J.cm™).

Apos 24 horas da ultima administracdo de prednisolona,
0s animais foram anestesiados por injecado intramuscular de xilazina
(Anazedan, Vetbrands, Jacarei, SP, Brasil) e cetamina (Dopalen,
Vetbrands, Jacarei, SP, Brasil) na proporcdo de 0,8 mL/0,5 mL,
respectivamente, na dose de 1,6 mL/100 g de massa corporea, para
aplicacao da TFD.

A solucao de eritrosina foi pipetada no dorso da lingua no

volume de 50 uL. Decorrido 1 minuto (periodo pré-irradiacao) foi realizada
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a aplicacdo com o LED (Grupo F+L+, n = 14). Além disso, foi avaliado o
efeito isolado da solucao do fotossensibilizador eritrosina (Grupo F+L-, n =
14) e o efeito isolado da fonte de luz utilizando-se PBS (Grupo F-L+, n =
14). O grupo controle recebeu apenas PBS na auséncia de luz (Grupo F-
L-, n= 14).

4.4.7 Recuperacgao de C. albicans da cavidade bucal dos camundongos

Antes e ap0Os o0s tratamentos experimentais, foram
coletadas amostras do dorso da lingua dos animais com mini- swab
estéreis, confeccionados com palito de madeira e algoddo, passado 1
minuto sobre o dorso da lingua, os quais foram imediatamente colocados
em tubos de ensaio (15 x 120 mm) contendo 0,99 mL de PBS, e agitado
durante 1 minuto, considerando-se a diluicdo como sendo 10. Foram
realizadas diluicbes seriadas. A seguir, 0,1 mL de cada diluicao foi
semeada em duplicata na superficie de placas de agar Sabouraud
dextrose com cloranfenicol e incubadas a 37°C por 48 horas. Foram
contadas coldnias tipicas de Candida em placas que apresentaram de 30
a 300 colbdnias para a determinacdo de UFC/mL. As placas contendo
ndmero de coldnias inferior a 30 na diluicdo 102 foram consideradas
como 10 células de Candida (Jorge et al., 1993b).

As leveduras recuperadas dos animais dos grupos F+L+
(n= 10) e F-L- (n= 10) foram colhidas em caldo Yeast Peptone Dextrose
(YPD- Himedia) suplementado com 20% de glicerol em tubos eppendorfs

e armazenadas em freezer a -80°C.
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4.4.8 Eutandsia dos animais

A eutanasia dos camundongos foi realizada 24 horas
ap0s o tratamento experimental. Esse procedimento foi realizado
administrando-se dose excessiva de anestésico. A seguir, as linguas
foram removidas para a realizacdo das analises macroscopica, histologica

e microscopia eletrénica de varredura.

4.4.9 Analise macroscopica de candidose no dorso da lingua

Apés a eutanasia dos animais, foram observadas lesfes
caracteristicas de candidose no dorso da lingua dos camundongos e
foram atribuidos escores de 0-4 de acordo com as lesdes: 0) normal; 1)
lesGes em menos de 20%; 2) lesdes variando de 21- 90 %; 3) lesdes em
mais de 91%; 4) lesbes espessas com pseudomembrana em mais de
91% (Takakura et al., 2003). As linguas retiradas foram observadas com o
auxilio de lupa estereoscopica (Zeiss, Gottingen, Alemanha), com

aumento de 6,5; 8; 10 e 12,5 vezes.

4.4.10 Analise histologica de C. albicans no dorso da lingua

Para a analise histolégica das lesbes, as linguas foram
fixadas em formol a 10% por 24 horas. Apos inclusdo em parafina, foram
obtidos cortes de 5 um de espessura que foram corados pelas técnicas da
Hematoxilina-Eosina (HE) e Acido Periédico de Schiff (PAS).
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A presenca de candidose foi pesquisada, com auxilio de
microscoépio 6ptico (Olympus, CX41, Toquio, Japao) com aumento de 400
X, € a descricdo dos cortes histologicos foi realizada de acordo com a
presenca de leveduras e hifas, localizacdo e extensdo das lesdes e
alteracdes dos tecidos envolvidos.

A presenca de leveduras e hifas foi quantificada de
acordo com a metodologia de Junqueira et al. (2005), atribuindo-se o0s
seguintes escores para 21 campos histologicos: 0) auséncia de leveduras
e hifas; 1) de 1 a 5; 2) de 6 a 15; 3) de 16 a 50; 4) mais de 50 leveduras
e/ou hifas.

Foi realizada avaliacdo da intensidade das lesGes
teciduais e atribuicAo de escores a resposta inflamatéria no tecido
conjuntivo de acordo com Jungueira et al. (2009). Foram observadas as
seguintes alteracdes teciduais no dorso da lingua de cada camundongo:
hiperplasia epitelial, desorganizacdo da camada basal, exocitose,
espongiose, perda das papilas filiformes, hiperqueratose e formacéo de
microabscessos intraepiteliais. Para o infiltrado inflamatorio, foram
atribuidos os seguintes escores: 0) auséncia de células inflamatdrias; 1)
infiltrado inflamatorio leve; 2) infiltrado inflamatério moderado; e, 3)

infiltrado inflamatorio intenso.

4.4.11 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) das linguas dos

camundongos

Para a observacdo em microscopia eletrbnica de
varredura, os espécimes (n= 2) de cada grupo experimental inoculado
com C. albicans foram fixados em glutaraldeido a 2,5% em tampéao
fosfato (0,1 M e pH 7,3) por 24 horas a 4°C.
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As pecas foram lavadas em solucdo fisiologica (NaCl
0,85%), sendo que a lavagem teve duracdo de 30 minutos. A seguir, 0S
espécimes foram submetidos a desidratacdo com concentracdes
crescentes de alcool a 50%, 70% e 90% por 20 minutos e, entdo, a 100%
por 20 minutos 3 vezes. Apos a desidratagdo, foi realizada a secagem ao
ponto critico com CO? (Denton Vacuum DCP 1, Moorestown, NJ, EUA).
As amostras foram fixadas em stubs de aluminio e recobertas com ouro
por 120 segundos a 40 miliamperes e avaliadas em MEV, operando a 15
kV.

4.5 Aderéncia de C. albicans as células do epitélio bucal humano:

analise em microscopia Optica

Os testes de aderéncia de C. albicans as células do
epitélio bucal humano foram executados de acordo com a metodologia de
Soares et al. (2009), com modificagdes.

As células do epitélio bucal foram colhidas de quatro
voluntarios jovens e saudaveis por meio de raspagem da mucosa da
bochecha com auxilio de swab estéril, que foi colocado em tubo Falcon
contendo 10 mL de PBS e homogeneizado por 3 minutos. A seguir, 0
swab foi retirado e o pool de células foi centrifugado a 1096 x g por 10
minutos e lavado quatro vezes com PBS, para a remocao de leveduras
fixadas. A suspensdo de pool de células foi padronizada a 10° células/mL
em camara de Neubauer.

As leveduras recuperadas dos animais dos grupos
experimentais F+L+ (n= 10) e F-L- (n= 10) apos os tratamentos que foram
armazenadas em freezer a -80°C em YPD suplementado com 20% de
glicerol, foram semeadas em placas de agar Sabouraud dextrose e

incubadas a 37°C por 24 horas. Em seguida, foram preparadas
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suspensdes das células em PBS que foram padronizadas em
espectrofotometro com comprimento de onda de 520 nm e DO de 1,5.
ApoOs a padronizagcdo da suspensao, foi pipetado 1 mL do indculo em 4
mL de caldo Sabouraud dextrose, obtendo-se suspensao final de 10°- 10’
células/mL.

Em um tubo de ensaio, foi pipetado 500 pL da suspensao
de células do epitélio bucal e 500 pL da suspenséo final de C. albicans e
incubado a 37°C por 1 hora em agitacdo de 75 rpm.

Decorrido o periodo de incubacdo, a suspensdo de
leveduras e células do epitélio bucal humano foi filtrada por filtro de
policarbonato com poros de 12 um de diametro (KTP4700, Millipore,
Irlanda) e lavado duas vezes com 50 mL de PBS para remocédo de C.
albicans néo aderidas as células do epitélio bucal. A seguir, com auxilio
de uma pinga, o filtro foi removido e firmemente colocado sobre uma
lamina de vidro para a aderéncia das células. A lamina foi secada ao ar,
fixada e corada por Gram.

Foram observadas 100 células do epitélio bucal em zigue-
zague a partir da borda direita da lamina e as leveduras aderidas
quantificadas duas vezes por microscopia de luz com aumento de 1000 x.
O experimento foi realizado em duplicata.

O resultado foi expresso como a média do namero de

leveduras aderidas a cem células epiteliais bucais.

4.5.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) de C. albicans aderidas

as células do epitélio bucal humano

Foi confeccionada 1 lamina de cada grupo experimental,
F+L+ e F-L-, para a realizagédo da MEV.
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As laminas foram colocadas em placas de Petri contendo
10 mL de glutaraldeido a 2,5% para fixagdo por 1 hora. Em seguida, as
laminas foram submersas em 10 mL de solucdes de 4alcool nas
concentracbes de 10%, 25%, 50%, 75% e 90% por 20 minutos e,
posteriormente, em 100% de alcool por 1 hora. As laminas foram
incubadas em estufa microbioldgica por 24 horas para secagem.

A seguir, as laminas foram transferidas para stubs de
aluminio e recobertas com ouro por 120 segundos a 40 miliamperes.
ApoOs a metalizagdo, as laminas foram examinados e fotografadas em
MEV, operando a 15 kV. A MEV realizada para os espécimes in vitro e in
vivo foi realizada na disciplina de Patologia da Faculdade de Odontologia
de Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas/ UNICAMP.

4.6 Andalise estatistica

Foi realizada analise estatistica dos resultados com o
auxilio do programa Minitab 14, considerando-se nivel de significancia de
5%. Para a andlise dos dados de UFC/mL e analise das lesdes epiteliais
foi utilizado ANOVA e teste de Tukey. Para avaliagdo dos escores obtidos
na analise macroscopica, contagem de leveduras e hifas na analise
histoldgica e infiltrado inflamatorio foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis.
Os resultados obtidos para a aderéncia de C. albicans as células do

epitélio bucal humano foram analisados por teste t de Student.



5 RESULTADOS

A estrutura quimica e espectro de absor¢cdo do corante
eritrosina estdo representados na Figura 2. A eritrosina apresentou
absorcdo de luz na faixa de 460- 560 nm com pico de absorcdo de

aproximadamente 530 nm.

Figura 2 - Estrutura quimica e espectro de absorcéo do fotossensibilizador eritrosina (1,0
UM em PBS).

5.1 Terapia Fotodinamica (TFD) em cultura planctonica

A curva de morte obtida para as culturas plancténicas de
C. albicans esta representada na Figura 3. Nesta figura, pode-se observar
gqgue a TFD apresentou atividade antimicrobiana dependente da

concentracdo do fotossensibilizador.
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O valor de UFC/mL do grupo F+L+ que apresentou
reducdo estatisticamente significante em relagdo ao grupo controle (F-L-)
ocorreu a partir da concentracdo de 0,39 uM com reducado microbiana de
100% quando o corante foi utilizado nas concentracbes de 3,12 uM ou

superiores.
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Figura 3 - Valores das médias e desvios padrdes em UFC/mL (Log) para a curva de
morte das culturas planctdénicas de C. albicans submetidas aos seguintes tratamentos:
PBS como grupo controle (F-L-), PBS e LED (F-L+), tratado apenas com diferentes
concentrac8es de eritrosina (F+L-), tratado pelas diferentes concentracdes de eritrosina
e LED (F+L+).

5.2 Terapia fotodinamica em biofilme

A acdo da TFD mediada por eritrosina na concentracao
de 400 uM e LED sobre biofilmes de C. albicans resultou em 0,74 logio de
reducdo (Figura 4). O resultado obtido para o grupo F+L+ apresentou
diferenca estatisticamente significante em relacdo aos demais grupos (F-
L-, F-L+ e F+L-), com valor de P igual a 0,001 em relagdo ao grupo
controle (F-L-).

A MEV revelou que o biofilme do grupo controle (F-L-)
formado por C. albicans foi constituido por blastoconidios, pseudohifas e
hifas (Figura 5- 1A e 1B). Os biofilmes submetidos a TFD (F+L+)
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demonstraram reducdo da quantidade de estruturas fungicas (Figura 5-
2A e 2B).

Figura 4 - Valores das médias e desvios padrées em UFC/mL (Log) para os biofilmes de
C. albicans submetidos aos seguintes tratamentos: PBS como grupo controle (F-L-), PBS
e LED (F-L+), eritrosina na concentracdo de 400 uM (F+L-), eritrosina na concentracao
de 400 pM e LED (F+L+). *Diferenca estatisticamente significante (teste de Tukey, P <
0,05) quando comparado com 0s grupos F-L-, F-L+ e F+L-.

Figura 5 - Microscopia eletrdnica de varredura para os biofilmes de C. albicans: PBS
como grupo controle (F-L-) (1A e 1B) e eritrosina na concentracdo de 400 uM e LED
(F+L+) (2A e 2B).
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5.3 Morfologia do dorso da lingua dos camundongos néo infectados

por C. albicans

Na analise macroscépica, histoldégica e na Microscopia
Eletrbnica de Varredura (MEV) observou-se aspecto de normalidade da
lingua dos 8 camundongos ndo infectados por C. albicans apds os
tratamentos experimentais (Figura 6).

A lingua do camundongo é um Grgao muscular revestido
por epitélio queratinizado formado por uma regido superior, o dorso, e
uma inferior, o ventre. O dorso da lingua apresenta uma porcéo bucal que
se estende desde a ponta da lingua até a papila valada e uma porcao
faringea, posterior a esta estrutura. A porcdo bucal divide-se em duas
partes: 2/3 anteriores que apresentam sulco mediado que se estende na
direcéo do longo eixo e o tubérculo intermolar que corresponde ao terco
posterior (Figura 6- A).

O dorso da lingua é revestido por epitélio pavimentoso
estratificado ortoqueratinizado, formando interdigitacbes com o conjuntivo
subjacente. Abaixo deste, a lingua é formada por masculo estriado, cujas
fibras se encontram agrupadas em feixes dispostos em trés planos. Entre
as fibras musculares da regidao posterior da lingua, estdo presentes
glandulas salivares serosas e mucosas. Abaixo do tecido muscular, o
ventre da lingua é revestido por epitélio pavimentoso estratificado
queratinizado e conjuntivo rico em vasos sanguineos e linfaticos (Figura
6- B).
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Figura 6 — Analise macroscopica, histolégica e Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV) da lingua do camundongo sem infeccdo por C. albicans. A: Aspecto
macroscopico. A papila valada (§ ) separa a porcéo faringea (F) da porgdo bucal. As
papilas gigantes () separam os dois tercos anteriores da lingua do tubérculo intermolar
(T1). B: Analise histologica. Distribuicdo das papilas conicas simples (PCS), papilas
gigantes (PG) e papilas verdadeiras (PV). HE; aumento original: 25X. C: Papilas
verdadeiras (|) e papilas gigantes (PG). HE; aumento: 100X. D: Papilas gigantes (PG) e
papilas coOnicas simples (PCS). HE; aumento: 100X. E: Papilas cbnicas simples. HE;
aumento; 100X. F: MEV. Distribuicdo das papilas conicas simples (PCS), papilas
gigantes (PG) e papilas verdadeiras (PV). Aumento original: 35X. G: Papilas cdnicas
simples e papila fungiforme ( J). Aumento original: 200X. H: Papilas verdadeiras.
Aumento original: 220X. I: Papilas gigantes. Aumento original: 180X.
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Na porcdo bucal do dorso da lingua s&o encontradas
projecdes, chamadas papilas filiformes, classificadas em papilas conicas
simples presentes nos dois tercos anteriores, papilas verdadeiras
localizadas no tubérculo intermolar e papilas gigantes que separam as
papilas cbnicas simples das verdadeiras (Figura 6- C, D e E). Entre as
papilas conicas simples, estdo presentes em menor numero as papilas
fungiformes que séo curtas e largas, com base arredondada contendo
corpusculo gustativo no epitélio da superficie superior (Figura 6- G).

As papilas cobnicas simples sédo curtas, exibem base
estreita e estdo distantes umas das outras, com bastante superficie
interpapilar. Ao contrario das papilas verdadeiras que sdo mais alongadas
e pontiagudas, apresentam base mais larga e estdo mais proximas umas
das outras, com pouca superficie interpapilar. Estes dois tipos de papilas
apresentam regido anterior convexa e posterior céncava, enquanto que
para as papilas gigantes isto € ao contrario. As papilas gigantes séo
maiores, apresentam menor localizacdo e sdo mais visiveis que as outras

papilas (Figura 6- F, G, He ).

5.4 Recuperacao de C. albicans da cavidade bucal dos camundongos

Os resultados obtidos na recuperacdo de C. albicans da
cavidade bucal dos camundongos antes e ap0s o0s tratamentos
experimentais dos grupos F-L-, F+L-, F-L+ e F+L+ estdo descritos na
figura 7. Todos 0s grupos experimentais apresentaram reducédo de células
viaveis apos os tratamentos (Apéndice A- Tabela 1). O grupo TFD (F+L+)
apresentou média de reducdo de células de 0,73 logi;p com diferenca
estatisticamente significante em relagdo aos demais grupos (F-L-, F-L+ e
F+L-) (Apéndice A- Tabela 2).
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Figura 7 — Médias dos valores de UFC/mL (Log) obtidos antes e apds os tratamentos
experimentais (n= 10): F-L-, grupo controle; F+L-, fotossensibilizacdo com eritrosina; F-
L+, irradiacdo com LED; F+L+, fotossensibilizagdo com eritrosina e irradiagdo com LED.

*Diferenca estatisticamente significante entre o grupo F+L+ e os demais grupos F-L-, F-
L+ e F+L- (P = 0,018, 0,03 e 0,018, respectivamente).

5.5 Analise macroscopica de C. albicans no dorso da lingua

A andlise macroscopica revelou que todas as linguas
submetidas aos grupos F-L-, F+L- e F-L+, apresentaram lesdes de
candidose sobre o dorso da lingua. Para o grupo submetido a TFD (F+L+)
apenas um animal apresentou o dorso da lingua com aspecto normal,
enquanto que todos o0s outros animais apresentaram lesdes de
candidose. Essas lesdes foram caracterizadas pela presenca de regides
esbranquicadas com areas de atrofia papilar localizadas principalmente

na regiao das papilas conicas simples (Figura 8).
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Figura 8 — Aspecto das lesbes da lingua do camundongo. Grupo F-L- (A) e grupo F+L+
(B), presenca de regides esbranquicada (A) e atrofia papilar ().

Para a extensdo das lesbes de candidose foram
atribuidos escores, o qual o grupo tratado com a TFD (F+L+) apresentou
apenas uma lingua que recebeu escore 0, pois ndo apresentou leséo
caracteristica de candidose. O valor da mediana encontrado para 0 grupo
F+L+ foi menor que para os demais grupos, porém ndo houve diferenca

estatisticamente significante entre os grupos (Apéndice B- Tabela 3).
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5.6 Andlise histologica de C. albicans no dorso da lingua

Na analise histologica foi verificada a quantidade de
leveduras e hifas em cada campo histologico, alteracbes epiteliais e
extensdo do infiltrado inflamatoério no tecido conjuntivo.

Nas lesGes de candidose foram observadas leveduras e
hifas limitadas a camada queratinizada do dorso da lingua, localizadas
principalmente nas papilas cOnicas simples. Foram observadas leveduras
e hifas concentradas em algumas papilas e, as vezes, espalhadas.
Quando havia maior concentracdo de Candida, notavam-se a presenca
de leucocitos polimorfonucleares no epitélio, inclusive formando
microabscessos intraepiteliais (Figura 9- 12).

A presenca de leveduras e hifas foi quantificada e entéo,
atribuidos escores para 21 campos histoldgicos. Nao foi observada
diferenca estatisticamente significante entre os grupos (Apéndice C-
Tabela 4).

As alteracdes epiteliais do tecido foram quantificadas para
0s grupos F-L-, F-L+, F+L- e F+L+, revelando numerosas lesdes epiteliais,
como perda das papilas filiformes, hiperplasia epitelial, exocitose,
espongiose, hiperqueratose, desorganiza¢do da camada basal com focos
de duplicacdo e perda da estratificacdo, aumento do nimero de mitoses
na camada basal e formacao de microabscessos intraepiteliais. Nas areas
de lesbes teciduais, a lamina propria exibiu, principalmente, infiltrado
inflamatério leve com predominio de leucdcitos polimorfonucleares,
caracterizados por neutréfilos. Em alguns casos, foram encontrados
infiltrados inflamatdrios moderados e células mononucleares na lamina
proépria e camada basal e, ocasionalmente, presenca de vasos
sanguineos congestos. As lesGes estavam localizadas,
predominantemente, na regido das papilas cOnicas simples (Figura 13-
18).
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Figura 9 — Corte sagital do dorso da lingua do camundongo do grupo F-L-. Observam-se
leveduras e hifas (]) na queratina, microabscessos intraepiteliais (A) e células
inflamatérias (#) na lamina prépria. PAS; aumento original: 400X.

Figura 10 — Corte sagital do dorso da lingua do camundongo do grupo F-L+. Observam-
se leveduras e hifas () na queratina, microabscesso intraepitelial (A) e células
inflamatérias na lamina prépria (¢). PAS; aumento original: 400X.



78

Figura 11 — Corte sagital do dorso da lingua do camundongo do grupo F+L-. Observam-
se leveduras e hifas (|) dentro dos microabscessos intraepiteliais (A) e células
inflamatérias na lamina propria (¢). PAS; aumento original: 400X.

Figura 12 — Corte sagital do dorso da lingua do camundongo do grupo F+L+. Observam-
se leveduras e hifas (|) na queratina, microabscesso intraepitelial (A) e células
inflamatérias na lamina prépria (¢). PAS; aumento original: 400X.
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Figura 13 — Corte sagital do dorso da lingua do camundongo do grupo F-L-: observam-se
a presenca de microabscessos intraepiteliais, hiperplasia epitelial, duplicacdo da camada
basal, perda das papilas filiformes, espongiose e exocitose. Na lamina prépria observam-
se vasos sanguineos congestos e infiltrado inflamatério moderado. HE; aumento 200X.

Figura 14 - Corte sagital do dorso da lingua do camundongo do grupo F-L+: observam-se
a presenca de microabscessos intraepiteliais, duplicacdo da camada basal e perda da
estratificacdo, espongiose, exocitose, perda das papilas filiformes e descamacdo do
epitélio. Na lamina prépria observa-se infiltrado inflamatdério leve. HE; aumento 200X.
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Figura 15 - Corte sagital do dorso da lingua do camundongo do grupo F+L-: observa-se a
presenca de microabscesso intraepitelial, hiperplasia epitelial, exocitose e perda das
papilas filiformes. Na lamina propria observa-se infiltrado inflamatério leve. HE; aumento
200X.

Figura 16 - Corte sagital do dorso da lingua do camundongo do grupo F+L-: observa-se a

presenca de hiperplasia epitelial, duplicacdo da camada basal e mitose (0) e
espongiose. Na lamina propria observa-se infiltrado inflamatoério leve. HE; aumento 400X.
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Figura 17 - Corte sagital do dorso da lingua do camundongo do grupo F+L+: observa-se
a presenca hiperplasia epitelial, duplicagdo da camada basal, espongiose, exocitose e
perda das papilas filiformes. Na lamina prépria observa-se infiltrado inflamatorio leve. HE;

aumento 200X.

Figura 18 - Corte sagital do dorso da lingua do camundongo do grupo F+L+: observa-se
a presenca microabscesso intraepitelial (]), duplicacdo da camada basal, exocitose,
espongiose, hiperortoqueratose e descamacéao do epitélio. Na lamina propria observa-se
vaso sanguineo congesto e dilatado com leucécitos e infiltrado inflamatério moderado.

HE; aumento 400X.
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Os resultados obtidos para a andlise das alteracdes
epiteliais mostraram que o grupo tratado com a TFD apresentou média
igual a 6,5 que foi menor que a média igual a 7,0, 6,8 e 6,6 para os
grupos F-L-, F-L+ e F+L-, respectivamente, porém este resultado nao foi
estatisticamente significante (Figura 19). Os escores medianos
encontrados para o infiltrado inflamatorio para os grupos experimentais foi
igual a 1 e, portanto, ndo foi observada diferenca estatisticamente
significante entre os grupos (F-L-, F-L+, F+L- e F+L+) (Apéndice C-
Tabela 5).

T ==—— — *ooo e

6 [ ] 2222

Alteragbes epiteliais

F-L- F-L+ F+L-  F+L+

Grupos experimentais

Figura 19 — Quantidade de lesGes epiteliais e médias observadas na analise histolégica
de candidose no dorso da lingua dos camundongos inoculados com C. albicans apés os
tratamentos experimentais (ANOVA= 0,486).

5.7 Analise da Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV) das

linguas dos camundongos

A anélise em microscopia eletronica de varredura foi feita

apos 5 dias de inoculacdo de C. albicans demonstrando grande
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quantidade de hifas penetrando o tecido de forma perpendicular, fato
observado nos maiores aumentos. Neste estagio de infecgdo foram
observadas somente hifas sobre a lingua. As hifas foram observadas
penetrando o tecido na por¢cdo anterior das papilas, sendo encontradas
predominantemente em regides isoladas nas papilas conicas simples.

A infeccdo por C. albicans resultou em degradacao
tecidual e descamacédo celular, observados nos maiores aumentos e,
atrofia e destruicdo das papilas filiformes com aumento da superficie
interpapilar, observados nos menores aumentos. As lesGes foram
encontradas nas papilas conicas simples e papilas gigantes.

Os grupos experimentais F+L-, F-L+ e F+L+
apresentaram infecgdo por Candida e lesbes semelhantes (Figura 20- 27),
enquanto que o grupo F-L- exibiu maior quantidade de hifas e extensé&o
da infeccéo (Figura 20 e 21).

Figura 20 — Microscopia eletrénica de varredura do dorso da lingua do camundongo do
grupo F-L-: observam-se numerosas hifas entre as papilas cénicas simples destruidas.
Aumento original: 250X.
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Figura 21 — Microscopia eletrénica de varredura do dorso da lingua do camundongo do
grupo F-L-: observam-se numerosas hifas (|) sob as células descamadas (A) das
papilas conicas simples. Aumento original: 750X.

Figura 22 — Microscopia eletrénica de varredura do dorso da lingua do camundongo do
grupo F-L+: observa-se atrofia e destruicdo das papilas cbnicas simples com aumento da
superficie interpapilar e presenga de papila fungiforme (]). Aumento original: 160X.
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Figura 23 — Microscopia eletrénica de varredura do dorso da lingua do camundongo do
grupo F-L+: observa-se penetracdo perpendicular das hifas no tecido (|). Aumento
original: 3700X.

Figura 24 — Microscopia eletrénica de varredura do dorso da lingua do camundongo do
grupo F+L-: observa-se destruicdo das papilas gigantes e presenca de hifas (|).
Aumento original: 150X.
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Figura 25 — Microscopia eletrénica de varredura do dorso da lingua do camundongo do
grupo F+L-: observam-se hifas penetrando o tecido (|) e descamacdo celular (+).
Aumento original: 2000X.

Figura 26 — Microscopia eletrénica de varredura do dorso da lingua do camundongo do
grupo F+L+: observa-se atrofia e destruicdo das papilas cbnicas simples com aumento
da superficie interpapilar e presenc¢a de papila fungiforme (|). Aumento original: 160X.
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Figura 27 — Microscopia eletrénica de varredura do dorso da lingua do camundongo do
grupo F+L+: observam-se hifas penetrando o tecido (|), descamacédo de células (V) e
degradacao tecidual (#). Aumento original: 1500X.

5.8 Aderéncia de C. albicans as células do epitélio bucal humano

A aderéncia de C. albicans as células epiteliais bucais
humanas foi avaliada in vitro apés os tratamentos F-L- e F+L+ realizados
nos camundongos. A TFD (F+L+) reduziu a aderéncia das leveduras as
células epiteliais bucais em relacdo ao grupo controle (F-L-) com diferenca
estatisticamente significante (Figura 28). A reducdo da aderéncia para o
grupo F+L+ foi de 35% em relagdo ao grupo F-L-.

Na microscopia de luz, observaram-se células em
brotamento e tubos germinativos aderidos as células epiteliais bucais e na
microscopia eletrdnica de varredura foram observadas células em

brotamento (Figura 29).
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Figura 28 — Efeito da terapia fotodindmica na reducéo da aderéncia de C. albicans a 100
células epiteliais bucais humanas in vitro. *Diferenca estatisticamente significante entre
0s grupos (Teste t de Student = 0,045).
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Figura 29 — Microscopia de luz (A) e microscopia eletrbnica de varredura (B) da
aderéncia de C. albicans as células epiteliais bucais humanas in vitro. Observou-se a
presenca de células em brotamento (A) e tubos germinativos (|) aderidos. Aumento
original: 1000X (A) e 1100X (B).



6 DISCUSSAO

A producdo de espécies reativas de oxigénio pela TFD
depende da interacdo de fotons da luz visivel, em comprimento de onda
adequado com o fotossensibilizador. Sendo assim, para que ocorra esta
interacéo, o laser ou LED devem emitir luz no comprimento de onda que o
fotossensibilizador é capaz de absorver (Donnelly et al., 2008). No
presente trabalho, a escolha do LED com emissao de luz verde em 532 +
10 nm foi adequada para a reacdo fotodinamica, pois verificou-se na
analise do espectro de absorcdo do fotossensibilizador que a eritrosina
apresentou pico de absorgéao (530 nm) coincidente com o pico de emisséo
da fonte de luz utilizada.

O efeito da terapia fotodinamica mediada por eritrosina
irradiada por LED apresentou reducdo significativa de culturas
plancténicas, biofilmes formados in vitro e in vivo de C. albicans. Estes
resultados sao importantes, pois trata-se do primeiro estudo de TFD
antimicrobiana mediada por LED de emisséo de luz verde em C. albicans.

A cultura plancténica de C. albicans submetida a TFD
demonstrou expressiva reducdo da viabilidade das células com diferenca
estatisticamente significante a partir da menor concentracao testada (0,39
uM) apresentando reducdo de 100% de leveduras a partir da
concentracéo de eritrosina de 3,12 uM e LED irradiado por 3 minutos com
fluéncia de 42,63 J.cm™. Estes resultados demonstraram que o efeito da
TFD foi dose-dependente.

Dovigo et al. (2011) também obtiveram inativacao
completa de Candida, quando utilizaram LED de emissdo de luz azul

(37,5 J.cm™) associado ao fotossensibilizador Photogen® (25 mg/L) em



91

culturas planctonicas de cepas padrao e cepas resistentes ao fluconazol
de C. albicans e C. grabrata.

Os dados obtidos no presente trabalho alcancaram maior
reducdo microbiana em menores concentracdes do fotossensibilizador do
gue o estudo realizado por Peloi et al. (2008). Estes autores avaliaram a
acao fotodinamica do fotossensibilizador azul de metileno na
concentracdo de 35,2 pM irradiado por LED (2- 12 J.cm™) de emissédo de
luz vermelha por 10 a 60 minutos em culturas planctonicas de C. albicans
obtendo reducgbOes de 2,77-3,87 logio. Entretanto, a fluéncia do LED
utilizado no trabalho de Peloi et al. (2008) foi aproximadamente 3,5 vezes
menor que a fluéncia do LED utilizado no presente trabalho.

Soares et al. (2009) utilizaram LED de emissdo de luz
vermelha com fluéncia de 180 J.cm™ e irradiacdo por 15 minutos
associado a 25 pM de azul de toluidina e obtiveram reducgéo de 3,41 logio
de cepas de Candida sensiveis e resistentes ao fluconazol. No presente
trabalho foram alcancadas maiores reducdes microbianas com fluéncia do
LED, tempo de irradiagdo e concentragcao do corante menores em relacao
ao estudo de Soares et al. (2009).

O biofilme de C. albicans submetido a TFD mediada por
eritrosina na concentracdo de 400 uM e LED verde apresentou reducéo
estatisticamente significante de 0,74 logio em relagéo ao grupo controle. A
reducdo das células viaveis do biofilme alcancada no presente trabalho foi
mais expressiva que os resultados descritos por Dovigo et al. (2011) para
a TFD em biofilmes de cepas padrao e cepas sensiveis e resistentes ao
fluconazol de C. albicans e C. glabrata, que obtiveram reducéo de 0,24
log e 0,16 log, respectivamente.

A suscetibilidade reduzida do biofilme de C. albicans a
TFD em relacdo as ceélulas planctbnicas, provavelmente, deve-se a
heterogeneidade da populacdo do biofilme, restricdo da penetragdo de

substancias devido ao material da matriz extracelular, diminuigcdo da taxa
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de crescimento das células dentro do biofilme e diferenca de expresséo
de genes (Ramage et al., 2001; Nobile; Mitchell, 2006).

Em estudo realizado por Chabrier-Rosell6 et al. (2005)
foram avaliados os efeitos da TFD mediada por fotofrin (10 mg/L) e
lampada de mercurio (18 J.cm™) sobre biofimes e tubos germinativos de
C. albicans. Os resultados demonstraram que os biofilmes tratados com a
TFD apresentaram significativa reducdo metabdlica em relacdo aos
tratados com o antifungico convencional anfotericina B. O tratamento em
C. albicans expressando tubos germinativos demonstrou que houve perda
da integridade da membrana e morte celular. Os autores destacaram o
potencial da terapia fotodindmica como tratamento coadjuvante ou
alternativo contra infec¢gbes cutaneas ou mucocutaneas causadas por C.
albicans.

Na Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) realizada
neste trabalho, os biofilmes do grupo controle apresentaram estrutura
complexa formada por blastoconidios, pseudohifas e hifas, entretanto néo
foi observada a presenca de matriz polissacaridica extracelular.
Provavelmente, este fato pode ser atribuido ao processo de fixagédo
realizado para visualizacdo dos espécimes em MEV, que pode remover a
matriz polissacaridica extracelular, dificultando a sua visualizacdo em
microscopia (Ramage et al., 2001; Seneviratne et al., 2009).

Os biofilmes do grupo TFD submetidos a MEV
apresentaram reducdo da quantidade de estruturas fangicas. Esses
dados também foram observados por Pereira et al. (2011), que avaliaram
os efeitos do azul de metileno (312,6 uM) e laser de Fosfeto de indio-
Galio- Aluminio (InGaAlIP) (350 J.cm™) sobre biofilmes monotipicos e
heterotipicos formados por C. albicans, S. aureus e S. mutans. Tanto nos
biofilmes monotipicos, como nos biofilmes heterotipicos, foram
observadas diminuicbes dos agregados celulares nas camadas mais
externas do biofilme. Entretanto, no biofilme heterotipico foi observada
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maior resisténcia das cepas a TFD, sugerindo que a complexidade do
biofilme aumenta a sua resisténcia a TFD.

Em MEV observou-se, também, que para o biofilme de C.
albicans submetido a TFD ocorreu redugcdo de todas as estruturas
fungicas presentes, inclusive reducdo de hifas que é a forma mais
invasiva e aderente (Villar et al., 2004; Karkouska-Kuleta et al., 2009).
Segundo Bliss et al. (2004), as formas filamentosas de Candida foram
mais sensiveis a TFD mediada por fotofrin do que o blastoconidio, este
fato deve-se, segundo os autores, a melhor captura deste
fotossensibilizador pela forma filamentosa.

O LED verde e o fotossensibilizador eritrosina utilizados
no presente trabalho n&o apresentaram efeitos citotoxicos quando
utilizados isoladamente tanto em culturas planctbnicas quanto em
biofilmes, sendo que estes dados ja foram comprovados anteriormente
por outros trabalhos utilizando LED vermelho e azul e atividade citotoxica
de eritrosina sobre células microbianas (Paulino et al., 2005; Peloi et al.,
2008; Soares et al., 2009; Dovigo et al., 2011; Costa et al., 2010).

Na TFD aplicada in vivo foi utilizado o modelo de
candidose experimental descrito por Takakura et al. (2003), com
modificacdes, demonstrando que a metodologia foi adequada para a
reproducdo de candidose bucal apresentando altas contagens de células
viaveis de Candida (5,77 logip a 6,11 logip) apos 4 dias de inoculagao.
Resultados do presente estudo estdo de acordo com estudo destes
autores que obtiveram 5,70 logip de recuperacdo de leveduras apos 3
dias de inoculacdo. A grande quantidade de leveduras obtidas na
recuperacdo deve ter ocorrido pela sedagdo dos animais, de
aproximadamente 3 horas, para inoculacdo da C. albicans o que manteve
a suspensdo na cavidade bucal. Quando em contato com as células do
epitélio bucal a formacédo de tubo germinativo comeca apds 30 minutos, o
qual é importante fator de viruléncia para aderéncia, e a formacao de

micélio se estende apds 90 minutos (Wellmer, Bernhardt, 1997).
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A contagem elevada de células viaveis de Candida apos 4
dias de inoculagdo foi obtida, provavelmente, devido ao estado de
imunossupressdo do animal conferida pelo potente imunossupressor
utilizado (prednisolona). Segundo Samaranayake e Samaranayake (2001)
durante o desenvolvimento de candidose bucal experimental, as
leveduras e hifas sao eliminadas do hospedeiro pela agcdo do sistema
imunologico. Além disso, a administracdo diaria de tetraciclina, que é um
antibiotico de amplo espectro, pode ter interferido no equilibrio existente
entre bactérias e fungos na cavidade bucal favorecendo o super-
crescimento de leveduras (Soysa et al., 2008).

Os tratamentos controles realizados in vivo com eritrosina
(F+L) ou LED (F-L+) apresentaram reducdo de células. Isto deve ter
ocorrido, provavelmente, devido a primeira coleta realizada antes do
tratamento que deve ter removido parte do biofilme presente. Esta
reducdo também foi observada para o grupo controle (F-L-), porém sem
diferenca estatisticamente significante entre os grupos F-L-, F+L- e F-L+.

O tratamento com TFD mostrou resultados semelhantes
de reducéo de biofilmes de C. albicans formados in vivo (0,73 logio) € in
vitro (0,74 logio) para a concentracdo de 400 pM de eritrosina, desta
forma pode-se notar que o biofilme formado in vitro pode ser usado como
screening para perfis de suscetibilidade de biofiimes de C. albicans
formados in vivo.

Teichert et al. (2002) avaliaram a TFD mediada por azul
de metileno nas concentracdes de 1203,5 uM e 1337,2 uM e irradiacao
por laser de diodo (664 nm) com reducao de 2,54 logio € 2,74 logio a O,
respectivamente, para o tratamento de candidose bucal induzida por C.
albicans em camundongos imunodeprimidos. Embora os autores tenham
obtido maiores reducdes de células que o presente trabalho a média do
namero de células para o grupo controle (F-L-) foi de 2,34 logio € para o
presente trabalho foi de 5,55 logio, 0 que demonstrou que a colonizacao

dos camundongos do presente trabalho foi maior do que o trabalho de
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Teichert et al. (2002). Segundo Demidova e Hamblin (2005), maiores
concentracdes de células podem interferir na efetividade da TFD.

No trabalho realizado por Mima et al. (2010) foi usada a
mesma metodologia para inducdo de candidose bucal que o presente
estudo, sendo que os animais foram tratados com o fotossensibilizador
Photogen® nas concentragdes de 400, 500 e 1000 mg/L e irradiados por
LED azul com reducdo de células de C. albicans de 1,04, 1,39 e 1,41
logio, respectivamente, e LED vermelho com reducéo de 1,05, 1,59 e 1,40
logio, respectivamente. Embora a reducdo alcancada por este tratamento
tenha sido maior que a do presente trabalho, a concentragdo do
fotossensibilizador utilizada foi até trés vezes maior que a utilizada para a
eritrosina e o tempo de irradiacédo foi de 20 minutos e a fluéncia de 305
J.cm?, enquanto que para o presente trabalho o tempo de irradiacdo foi
de 3 minutos e a fluéncia de 14,34 J.cm?,

No presente trabalho foi observada pequena reducéo de
células de C. albicans (0,73 logio) na cavidade bucal dos camundongos
apos uma secao de TFD. A reducao, provavelmente, teria sido maior se
fossem feitas mais se¢bes de TFD para tratamento da candidose bucal.
N&o foi possivel, entretanto, realizar varios tratamentos, pois em estudo
piloto 0os animais ndo resistiram a tantos tratamentos anestésicos e a
reducdo da carga fungica alcancada ap6s a TFD nao foi suficiente para
restabelecer a satude dos animais. Da mesma forma, Martins et al. (2011)
trataram candidose bucal induzida em ratos em duas se¢des com TFD
mediada por azul de metileno (312,6 pM) e laser AsGaAl (245 J.cm™)
obtendo reducédo das lesbes microscopicas de candidose e atividade de
proteinase. Entretanto, estes autores relataram que para o sucesso clinico
da terapia seriam necessarias mais aplicacdes da TFD, a qual nao foi
possivel, pois 0s animais ndo suportaram tantos tratamentos anestésicos.

Além disso, muitos camundongos nao apresentaram
aparéncia saudavel e alguns ndo sobreviveram até o final do experimento,

ainda assim com 7 dias de experimento houve perda de peso e alguns
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animais morreram, enquanto que Mima et al. (2010) ndo observaram
estes fatos. Desta forma, os animais debilitados foram substituidos,
obtendo-se 0 niumero de animais propostos.

A perda de peso e morte dos animais deve ter ocorrido
pelo estado de imunossupresséo e/ou diferengcas na viruléncia da cepa
utilizada, uma vez que a cepa utilizada foi capaz de formar biofilme
maduro, tanto in vitro como in vivo, que constitui um importante fator de
viruléncia correlacionado com rapida mortalidade de camundongos
(Hasan et al., 2009).

Em estudo realizado por Yanagi et al. (2008) foram
avaliados os efeitos de propionato de beclometasona no desenvolvimento
de candidose bucal utilizando o modelo experimental desenvolvido por
Takakura et al. (2003). Os autores observaram perda de peso dos
animais com a progressao da infeccao por C. albicans apds apenas 3 dias
de inoculacdo com C. albicans para o0 grupo imunossuprimido com
prednisolona com diferenca estatisticamente significante entre os grupos,
demonstrando que a imunossupressao causada por prednisolona e
presenca de candidose bucal causou severos prejuizos a saude sistémica
dos animais.

As analises macroscopicas e histologicas dos dorsos das
linguas dos animais que ndo receberam inoculacbes de C. albicans
demonstraram que os tratamentos somente com eritrosina (F+L-), LED (F-
L+) e TFD (F+L+) n&o causaram danos aos tecidos da lingua,
demonstrando que TFD foi eficaz contra biofilme de C. albicans in vivo
sem alterar os tecidos adjacentes.

As linguas dos camundongos inoculados com C. albicans
exibiram lesdes macroscopicas caracteristicas de candidose, como
presenca de regides esbranquicadas com areas de atrofia papilar
localizadas principalmente na regido das papilas cénicas simples. O grupo
tratado com a TFD (F+L+) apresentou mediana de escore para a andlise

macroscopica menor que os demais grupos (F-L-, F-L+ e F+L-), mas sem
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diferenca estatisticamente significante. Teichert et al. (2002) e Mima et al.
(2010) observaram lesGes caracteristicas de candidose
pseudomembranosa no dorso da lingua dos camundongos, entretanto
estes autores ndo avaliaram os sinais clinicos da doenca apos a TFD.

Na andlise histologica foram encontradas muitas
leveduras e hifas no dorso da lingua dos animais e numerosas lesdes
epiteliais. Foi observado infiltrado inflamatorio leve na maioria dos cortes
histoldégicos com predominio de leucocitos polimorfonucleares, porém
foram encontradas células mononucleares. Estes achados coincidem com
lesBes caracteristica de candidose bucal também reportado por outros
autores (Takakura et al., 2003; Totti et al., 2004; Mima et al., 2010). A
analise estatistica dos achados histolégicos ndo apresentaram diferencas
significantes entre os grupos estudados.

Foram observados microabscessos intraepiteliais no
epitélio e leucocitos na lamina propria subjacentes as leveduras e hifas
localizadas na camada de queratina, pois a presenca destas estruturas
leva a mudancas histolégicas nos tecidos mais profundos devido aos
efeitos mediados pela secre¢cdo de enzimas extracelulares, como
proteinase e fosfolipase, por C. albicans (Samaranayake; Samaranayake,
2001).

Estudos utilizando a mesma metodologia do presente
trabalho também encontraram numerosas leveduras e hifas na camada
queratinizada da lingua (Takakura et al., 2003; Hisajima et al. 2008; Mima
et al., 2010). Entretanto, em relacdo a TFD, Mima et al. (2010) néo
observaram diferenca na quantidade de estruturas fangicas na analise
histoldgica entre os grupos estudados.

O efeito da TFD em candidose bucal foi avaliado por
alguns autores com resultados diferentes aos nossos (Junqueira et al.,
2009; Martins et al., 2011). Junqueira et al. (2009) induziram candidose
bucal em ratos que foram tratados com TFD mediada por azul de metileno

(312,6 pM) e laser de AsGaAl (26 J.cm™), embora n&do tenham observado
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diferenca estatisticamente significante entre os grupos F+L+, F+L-, F-L+ e
F-L- na recuperacdo de C. albicans da cavidade bucal apdés os
tratamentos, os autores observaram que animais tratados pela TFD, apés
1 e 5 dias, exibiram poucas lesfes epiteliais e baixa resposta inflamatoria
crbnica, engquanto que 0s demais grupos apresentaram lesdes
caracteristica de infeccdo por Candida. Em trabalho semelhante, Martins
et al. (2011) utilizaram fotossensibilizador na mesma concentracao e fonte
de luz com fluéncia de 245 J.cm™ para tratamento de candidose bucal
induzida em ratos obtendo reducéo da contagem de UFC/mL, porém sem
diferenca estatisticamente significante, e diminuicdo das lesdes
microscopicas apos a TFD com diferenca estatisticamente significante.

No nosso trabalho, assim como no estudo realizado por
Mima et al. (2010), foram obtidos resultados contrarios aos anteriores:
redugéo estatisticamente significante da contagem de UFC/mL e lesGes
microscopicas semelhantes entre os grupos. Junqueira et al. (2009)
relataram que as respostas do tecido aos efeitos da TFD ocorreram apés
24 horas da aplicagdo, entretanto estes efeitos ndo foram observados
para 0s animais estudados no presente trabalho. Isto deve ter ocorrido,
provavelmente, pois 0s animais estavam imunossuprimidos e, portanto,
nao puderam desenvolver uma resposta inflamatéria eficiente contra a
infeccdo apdés a morte de algumas estruturas fungicas pela TFD ou,
ainda, para este modelo experimental seria necessario que a eutanasia
fosse feita apdés 48 horas ou mais para andlise das alteracbes
microscopicas. Além disso, Junqueira et al. (2009) e Martins et al. (2010)
induziram candidose bucal em ratos, uma vez que este animal possui
imunidade inata mais potente que o camundongo podendo responder
mais rapidamente a infeccdo apresentando menos lesfes microscopicas
e menor recuperacao de C. albicans. Um dado interessante relatado por
Junqueira et al. (2009) foi que o grupo tratado somente com laser (F-L+)
apresentou alteracfes epiteliais e respostas inflamatérias crénicas mais

intensas que os demais grupos, provavelmente, devido a habilidade do
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laser em estimular a resposta biolégica do hospedeiro sugerindo que
sejam feitos mais estudos para elucidar os efeitos do laser de baixa
poténcia em lesdes de candidose.

As linguas foram submetidas a analise em Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV) apos 5 dias de inoculacdo demonstrando
grande quantidade de hifas penetrando o tecido e lesbes, como
degradacédo tecidual, descamacao tecidual, atrofia e destruicdo das
papilas filiformes com aumento da superficie interpapilar localizadas nas
papilas conicas simples e papilas gigantes. Estes achados séao
coincidentes com o que foi observado na analise histolégica, os quais
também correspondem as lesbes observadas na analise macroscopica
caracteristicas de lesdes de candidose bucal.

Junqueira et al. (2005) avaliaram o desenvolvimento de
candidose bucal em ratas controles e ovariectomizadas por MEV apés 6,
horas, 24 horas, 7 dias e 15 dias da ultima inoculacdo de C. albicans, o
qual apos 24 horas foram observadas caracteristicas semelhantes as
encontradas no presente trabalho, como degradacdo tecidual,
descamacao da queratina e aglomeracdo de hifas entre as papilas
filiformes. Apds 7 dias da dltima inoculacado, periodo mais proximo ao do
presente trabalho, observou-se atrofia e destruicdo das papilas filiformes
e aumento da superficie interpapilar semelhante ao encontrado, porém
leveduras e hifas foram raramente observadas no dorso da lingua,
demonstrando que o modelo murino imunossuprimido utilizado
apresentou infeccao por C. albicans por mais tempo.

Foi observada na MEV invasdo das hifas no epitélio da
lingua. A capacidade de invasdo esta relacionada com a habilidade em
exibir a transicdo de levedura para hifa, sendo que a invasdo ocorre
através dos queratindcitos e também pelas juncdes das células epiteliais
(Malic et al., 2007). Com a invasao das hifas foram observadas também
modificacdes no epitélio que levaram a destruicdo dos tecidos. Segundo
Villar et al. (2004), a destruicdo tecidual deve-se a capacidade de C.
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albicans formar hifas que promovem a lise dos queratindcitos, induzindo
lise acima de 96% nas células do epitélio bucal.

Em microscopia eletrénica de transmissdo a invasao das
hifas foi descrita pelo crescimento destas através das células epiteliais
frouxas levando a deformacdo da membrana do epitélio e citoesqueleto e
invaginacao das células epiteliais ao redor da hifa (Vitkov et al., 2002).

A analise em MEV realizada para o grupo submetido a
TFD (F+L+) mostrou poucas hifas sobre o dorso da lingua em relacao ao
grupo controle (F-L-), assim como foi observada menor recuperacao de C.
albicans e menor mediana de escore para a analise macroscopica das
lesbes apos a TFD, entretanto ndo houve diferenca na quantificacdo de
leveduras e hifas na analise histoldgica entre os grupos. Os dados
mostraram que este tratamento afetou as estruturas fungicas expostas na
superficie da lingua sem atingir as camadas mais internas da queratina.
Para aumentar a eficacia da TFD contra candidose bucal sugere-se que
sejam desenvolvidos protocolos de tratamentos eficazes realizados em
secdes auxiliado por tratamento sistémico com antifingicos para prevenir
a invasao de C. albicans e impedir episodios de recidivas comuns em
individuos imunodeprimidos.

A aderéncia é um importante passo para colonizacédo de
C. albicans, com subsequente desenvolvimento do biofilme e dano aos
tecidos do hospedeiro. Assim, este fator de viruléncia constitui um
importante alvo para a busca de novas terapias. As leveduras
recuperadas apés o tratamento controle (F-L-) e TFD (F+L+) foram
avaliadas quanto a interferéncia na aderéncia as células epiteliais bucais
humanas. Foi obtido 35% de reducdo da aderéncia apés a TFD com
diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo controle.
Porém a reducéo da aderéncia foi menos expressiva do que a reducao de
55% de aderéncia de Candida spp. sensiveis e resistentes ao fluconazol
as células epiteliais bucais alcancada por Soares et al. (2009) na TFD in

vitro mediada por azul de toluidina (25 uM) e LED vermelho (180 J.cm™).
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A reducdo da aderéncia de C. albicans as células
epiteliais bucais foi relatada como outra caracteristica benéfica
encontrada para os antifungicos azodlicos e poliénicos. Segundo o0s
autores estes antifungicos causaram alteracdes na membrana plasmatica
fungica levando a reducdo da aderéncia de C. albicans (Ellepola,
Samaranayake, 1998; Lyon, Resende, 2006). Soares et al. (2009)
também levantaram a hipotese de que a TFD causou reducdo da
aderéncia por interferéncia na membrana plasmatica.

A aderéncia de Candida spp. € mediada por adesinas,
como quitina, glucanas, lipidios, proteinas e manoproteinas, presentes na
parede celular fungica e também pela enzima proteinase que auxilia na
colonizacéo e penetracdo nos tecidos do hospedeiro (Mishra et al., 2007).
O estresse oxidativo exercido pelo mecanismo de agédo da TFD pode ter
interferido na fungdo dos componentes da parede celular ou, ainda,
interferido na expresséo ou regulagéo dos genes (BCR1, ALS e HWP1)
envolvidos na aderéncia. Bliss et al. (2004) observaram leveduras
deformadas apds a TFD sugestivo de dano na parede celular.

Martins et al. (2011) avaliaram os efeitos da TFD sobre a
atividade de proteinase de C. albicans recuperadas de candidose bucal
experimental e observaram a reducéo da atividade desta enzima, sendo
que este efeito da TFD poderia diminuir a aderéncia de C. albicans as
células epiteliais bucais. Segundo Mane et al. (2010) existe correlagédo
entre capacidade de aderéncia e atividade de proteinase para cepas de
Candida spp. isoladas de individuos HIV- positivos com candidose bucal.

Nas analises em microscopia de luz e MEV, foram
observados blastoconidios em brotamento, inclusive tubos germinativos
apos 1 hora de incubacdo. O contato com uma superficie estimulou a
mudanca de morfotipos, sendo esta estrutura primordial para o

desenvolvimento da hifa necessaria para colonizacdo (Douglas, 2002).



7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos concluiu-se que:

a)

b)

a terapia fotodiamica foi efetiva em culturas
planctonicas e biofilmes de C. albicans formados
in vitro;

a terapia fotodinamica apresentou atividade
antifingica para o tratamento de candidose
bucal em modelo murino, sem danificar os
tecidos adjacentes;

a aderéncia de C. albicans as células epiteliais
bucais humanas foi significativamente reduzida

apos a terapia fotodinamica.
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APENDICE A - Valores da reducéo de UFC/mL dos grupos experimentais
para cada animal.

Tabela 1 - Valores de UFC/mL (Log) obtidos na recuperagcao antes (A) e
depois (D) dos tratamentos experimentais: F-L-, grupo controle; F+L,
fotossensibilizagdo com eritrosina; F-L+, irradiagdo com LED; F+L+,
fotossensibilizagdo com eritrosina e irradiacdo com LED

Animal F-L- F-L+ F+L- F+l+

A D A D A D A D
1 601 557 636 59 613 606 567 3,36
2 573 548 553 479 636 587 616 5,10
3 610 558 608 608 562 562 538 500
4 563 545 557 555 606 601 654 572
5 551 531 625 623 614 610 641 556
6 626 615 567 567 569 569 632 6,14
7 542 517 605 595 624 593 579 548
8 575 565 592 562 634 603 617 551
9 567 561 645 584 642 622 58 528
10 558 551 595 564 608 537 573 552

Média 5,77 5,55 5,98 573 6,11 5,89 6,00 5,27

Tabela 2 - Valores da diferenca de UFC/mL (Log) entre os dados obtidos
antes e apos os tratamentos experimentais nos diferentes grupos

Animal F-L- F-L+ F+L- F+L+
1 0,45 0,40 0,07 2,31
2 0,25 0,74 0,49 1,06
3 0,52 0,00 0,00 0,38
4 0,17 0,02 0,05 0,82
5 0,20 0,02 0,04 0,85
6 0,11 0,00 0,00 0,18
7 0,25 0,10 0,31 0,31
8 0,10 0,30 0,31 0,66
9 0,06 0,61 0,20 0,54
10 0,07 0,31 0,71 0,21
Média + DP* 0,22+0,16 0,25 0,27 0,22 0,24 0,73£0,63

*DP: Desvio Padrao.



APENDICE B - Escores e medianas dos grupos experimentais obtidos
para a analise macroscoépica para cada animal.

Tabela 3 — Valores de escores e mediadas atribuidos para andlise
macroscopica da lingua de cada animal em relacdo ao grupo
experimental, sendo: 0) normal; 1) lesdo em menos de 20%; 2) lesdes
variando de 21- 90 %; 3) lesbes em mais de 91%; 4) lesGes espessas
com pseudomembrana em mais de 91%

Animal F-L- F-L+ F+L- F+L+
1 1 1 1 1
2 2 2 2 1
3 2 2 2 0
4 2 2 2 2
5 2 1 2 1
6 2 1 2 1
7 1 2 2 2
8 2 2 2 1
9 2 2 1 2
10 2 1 1 1

Mediana 2 2 2 1

Teste de Kruskal- Wallis (P= 0,098).



APENDICE C - Médias e medianas dos escores atribuidos para a
quantificacdo de leveduras e hifas e infiltrado inflamatorio na lamina
propria.

Tabela 4 — Médias dos escores atribuidos para cada animal e valor da
mediana para cada grupo experimental na quantificacdo de leveduras e
hifas para 21 campos histolégicos analisados

Animal F-L- F-L+ F+L- F+L+
1 1,48 2,50 1,90 3,00
2 2,19 1,70 3,00 1,20
3 1,52 2,20 3,20 2,10
4 1,29 1,50 2,70 1,80
5 1,33 2,00 1,00 0,70
6 1,86 2,00 2,80 1,70
7 2,19 1,90 2,40 2,30
8 1,57 1,60 2,20 1,10
9 1,38 1,40 1,60 2,60
10 1,38 1,30 2,50 2,60
Mediana 1,50 1,80 2,45 1,95

Teste de Kruskal- Wallis (P= 0,054).

Tabela 5 — Medianas e escores atribuidos para o infiltrado inflamatério da
lamina prépria na lesao de candidose

n
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Mediana

Teste de Kruskal-Wallis (P = 0,668).



ANEXO A — Certificado do Comité de Etica em Pesquisa envolvendo
animais.



ANEXO B - Certificado do Comité de Etica em Pesquisa com seres
humanos.
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