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Rimachi Hidalgo KJ. Eficacia da terapia fotodinamica antimicrobiana associada a
nistatina no tratamento de candidose oral em camundongos infectados com Candida
albicans resistente a fluconazol [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade
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RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar a eficacia da terapia fotodindmica antimicrobiana
(aPDT) associada a Nistatina (NYS) no tratamento de candidose oral induzida em
camundongos infectados com Candida albicans resistente a fluconazol. Foram
utilizados 174 camundongos Swiss fémeas com aproximadamente 5 semanas de
vida. Os animais foram imunossuprimidos com predinisolona 100 mg/kg no 1°, 5° e
13 © dias de experimento. No 2° dia, os animais foram sedados com 0,1 mL de
cloridrato de clorpromazina e uma suspensdo de C. albicans 107 UFC/mL foi
inoculada na lingua dos mesmos. Do dia 7 ao 11 os tratamentos foram realizados.
No grupo aPDT foi utilizado 200 mg/L de Photodithazine (PDZ) associado a luz LED
de 50 J/cm? (grupo P+L+); no grupo (P+L-) foi utilizado apenas com PDZ; o grupo
(P-L+) recebeu so luz LED e nos animais do grupo NYS o medicamento foi aplicado
uma vez ao dia. Além disso, foi avaliada a combinacdo de duas terapias: P+L+NYS
e NYS+P+L+. Um grupo recebeu apenas inoculacdo de C. albicans (grupo P-L-) e
outro grupo de animais saudaveis (grupo CNI). Apds os tratamentos, foi realizada a
recuperacao de C. albicans por meio de swabs estéreis. Entdo diluicbes seriadas
foram realizadas e plagueadas em placas de Petri com SDA. ApoOs 48 horas de
incubacdo a 37° C as coldnias foram quantificadas e o numero de UFC/mL foi
determinado. Os camundongos foram sacrificados 24 horas e 7 dias apds os
tratamentos. Os resultados demonstraram que a combinacéo das terapias promoveu
reducdo de 2,6 logio e 2,1 logiwo para oS grupos P+L+NYS+ e NYS+P+L+,
respectivamente, 24 horas ap0s os tratamentos. A analise macroscopica revelou
remissao das lesdes orais, e a andlise histolégica demonstrou expressiva reducéo
da reacdo inflamatdria no tecido que apresentou caracteristicas histolégicas de
normalidade. Dessa forma, pode-se concluir que a combinacdo de terapias € uma
alternativa para o tratamento de candidose induzida com cepas de C. albicans
resistente ao fluconazol.

Palavras Chaves: Fotoquimioterapia. Candida albicans. Antifingicos.



Rimachi Hidalgo KJ. Efficacy of nystatin-associated antimicrobial photodynamic
therapy in the treatment of oral candidosis in mice infected with Candida albicans
resistant to fluconazole [Dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2018.

ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate of PDZ-mediated aPDT, as well as the
association of this approach with antifungal nystatin, would be effective to treat oral
candidosis in mice infected with fluconazole resistant C. albicans. Were used 174
female Swiss mice of 5 weeks-old-age approximately. The animals were
immunosuppressed with predinisolone 100 mg/kg on the 1st, 5th and 13th days of
the experiment. On day 2, the animals were sedated with 0.1 mL of chlorpromazine
hydrochloride and a suspension of C. albicans 107 CFU/mL was inoculated into the
tongue. From 7 to 11 the treatments were performed. In the aPDT group, was used
200 mg/L of Photodithazine (PDZ) associated with 50 J /cm? LED light (P+L+ group).
In the (P+L-) group was used only with PDZ; the group (P-L+) received only LED light
and in the animals of the NYS group the drug was applied once a day. In addition, we
evaluated the combination of two therapies: P+L+NYS and NYS+P+L+. One group
received only inoculation of C. albicans (P-L- group) and another group of healthy
animals (CNI group). After the treatments, recovery of C. albicans was performed by
sterile swabs, then serial dilutions were performed and plated on Petri dishes with
SDA. After 48 hours incubation at 37 °C the colonies were quantified, and the
number of CFU/mL was determined. Mice were sacrificed 24 hours and 7 days after
the treatments. The results showed that the combination of the therapies promoted
reduction of 2.6 logio and 2.1 logio for the groups P+L+NYS+ and NYS+P+L+,
respectively, 24 hours after the treatments. The macroscopic analysis revealed
remission of oral lesions, and the histological analysis demonstrated an expressive
reduction of the inflammatory reaction in the tissue that presented histological
characteristics of normality. Thus, it can be concluded that the combination of
therapies is an alternative for the treatment of candidosis induced with strains of C.
albicans resistant to fluconazole.

Keywords: Photochemotherapy. Candida albicans. Antifungals
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1 INTRODUCAO

As espécies do género Candida sdo consideradas microrganismos
comensais, constituintes da microbiota bucal e trato gastrointestinal em
individuos saudaveisl. Sob determinadas circunstancias, tais como
desequilibrio no pH, mudancas nutricionais, uso de antibiéticos ou alteracdes
no sistema imunolégico causadas por uma infeccdo ou terapia
imunossupressora®2, esses microrganismos podem atuar como patégenos
oportunistas proliferando e sendo responsaveis pelo desenvolvimento de
infeccGes na pele, mucosa e também de infecgdes sistémicas*. A candidose
orofaringea (OPC) € uma infeccdo resultante da adesdo e penetracdo das
espécies fungicas nos tecidos orais® e apresenta alta incidéncia em pacientes
gue utilizam medicamentos imunossupressores apods transplante de 6rgaos,
antibioticos de amplo espectro, diabéticos, terapias antineoplasicas e nos que
possuem imunossupressdo relacionada a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS)®7.

Para os tratamentos da candidose, tém sido utilizados medicamentos de
aplicacdes topica e sistémica, tais como os derivados azois, poliénos e as
equinocandinas. Os azobis inibem a producdo de ergosterol que causa
instabilidade na membrana, os poliénos se ligam ao ergosterol na membrana
celular fungica, levando a lise celular; e, as equinocandinas inibem a
biossintese da parede celular dos fungos, levando a uma perda de integridade
dessa parede celular® .Os agentes poliénos, particularmente a Nistatina, é o
medicamento mais utilizado para aliviar os sinais e sintomas clinicos da
doenca, porém muitas vezes nao eliminam completamente as espécies de
Candida®!°. Além disso, os efeitos diluentes da saliva e movimentos da
musculatura bucal normalmente reduzem a dose desses agentes a
concentracdes subterapéuticas!'??13,  Dessa forma, a recolonizacdo da
mucosa bucal pelo microrganismo tem sido frequente apés o tratamento, o que
ocasiona infeccdes recorrentes®!!. A medicacdo sistémica tem sido usualmente
instituida em individuos com saude geral comprometida e nos episodios de
infeccdes recorrentes, utilizando medicamentos como fluconazol, itraconazol e
anfotericina B!4. Esses agentes vém sendo amplamente empregados para o

tratamento da candidose bucal, especialmente em  pacientes
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imunocomprometidos. Porém a ocorréncia de efeitos hepatotoxicos tem sido
frequente!415. A utilizacdo indiscriminada de antifingicos tépicos ou sistémicos
para o tratamento da OPC tem resultado no desenvolvimento de resisténcia
das espécies de Candida'®. Resisténcia antifiingica pode ser definida como a
persisténcia ou a progressao de uma infec¢cdo apés a realizacdo do tratamento
antimicrobiano!®. A resisténcia intrinseca ou primaria ocorre quando um
microrganismo apresenta reduzida susceptibilidade a uma determinada
medicacdo, previamente a sua exposicdo ao agente. Ja, a resisténcia
secundaria pode ser desenvolvida pelo microorganismo apos longos periodos

de exposigdo aos farmacos antifiingicos?’.

Adicionalmente, a organizacdo dos microrganismos em biofilmes
representa um reservatorio protetor, possibilitando a sobrevivéncia desses
patégenos mesmo em condi¢cdes desfavoraveis e proporcionando elevada
resisténcia aos agentes antifingicos!®. Considerando o aumento na incidéncia
de patégenos resistentes aos antifungicos convencionais e a toxicidade dos
medicamentos sistémicos utilizados, alguns estudos tém buscado estratégias
para inviabilizacdo de espécies fungicas resistente a fluconazol.

A terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT) tem sido avaliada para a
inativacdo de microrganismos!®2%. O processo fotodinAmico requer a utilizacéo
de um agente fotossensibilzador (FS), a aplicacdo de uma luz que seja
correspondente a banda de absorcdo do FS, e a presenca de oxigénio?..
Inicialmente, a célula-alvo deve ser tratada com o FS, num processo conhecido
como fotossensibilizagdo. Em seguida, uma fonte de luz deve ser acionada
para a iluminacéo do alvo sensibilizado. A interacéo da luz de comprimento de
onda adequado com o FS, na presenca de oxigénio, resulta em espécies
reativas capazes de induzir a inativacdo celular??>. Tem sido sugerido que esse
mecanismo envolve a absorcao de foétons da fonte de luz pelo FS, o que leva
seus elétrons a um estado excitado. Na presenca de oxigénio, o FS excitado
pela luz pode reagir com moléculas vizinhas, por meio da transferéncia de
elétrons ou hidrogénio (reacéo do tipo I) ou pela transferéncia de energia ao
oxigénio (reacdo do tipo Il), levando a producéo de espécies reativas?:. Ambos

caminhos podem ocasionar morte celular do microrganismo patégeno.
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Atualmente vem sendo empregada em aPDT, os FS de segunda
geracdo. Dentre estes compostos estdo as clorinas e porfirinas hidrofilicas que
apresentam forte banda de absorcdo na regido vermelha do espectro
fotomagnético. O Photodithazine® (PDZ) é uma clorina es, solivel em agua que
apresenta um alto rendimento quantico de formacédo de oxigénio singlete?:.
Esse FS apresenta uma alta banda de absorcéo no espectro eletromagnético
(650 a 680 nm), o que o permite atravessar com maior profundidade as
membranas biolégicas, melhorando a agédo da aPDT?4.

Estudos in vitro tem apontado a aPDT como uma técnica efetiva em
promover a inativacdo de espécies de Candida>26. Em um estudo in vivo foi
avaliado a associacdo de Photodithazine® com LED na fotoinativacdo de C.
albicans em modelo murino de candidose oral?’. Os animais foram tratados
com concentragdes de 75, 100, 125 e 150 mg/L durante 20 min e iluminados
durante 14 min (LED 660 nm - 37,5 J/cm?). As células de Candida albicans (C.
albicans) foram recuperadas do dorso da lingua e a avaliagdo microbiologica foi
realizada. Os animais foram sacrificados apés 24 horas e a lingua foi
processada para analise histoldgica. Os resultados demonstraram que a aPDT
foi eficaz na reducdo de C. albicans (cepa suscetivel) quando foram utilizadas
as concentracfes de PDZ de 100, 125 e 150 mg/L. A associa¢ao de 100 mg/L
de PDZ com LED promoveu reducédo de 4,36 logio. Em outro estudo Alves et
al.?® avaliaram a eficacia da aPDT (1 aplicacédo), mediada pelo Photodithazine®
(PDZ) e luz LED, na inativacao de C. albicans resistente a fluconazol (isolado
clinico) em um modelo de candidose oral induzida. A aPDT promoveu reducéo
significativa de C. albicans resistente a fluconazol (~1,96 logio), entretanto,
esse protocolo ndo possibilitava o acompanhamento clinico da evolucdo da
leséo.

Em estudo realizado recentemente Carmello et al.?® (2016) modificaram
o protocolo de inducédo de candidose em animais para possibilitar o tratamento
e 0 acompanhamento da evolucdo da lesdo apdés a aplicacdo da aPDT. O
protocolo foi estabelecido com sucesso, uma vez que a lesdo permaneceu nos
animais por um periodo de 5 a 16 dias. Entdo, utilizando este protocolo, foi
avaliada a efetividade da aPDT, associando ao PDZ a luz LED, no tratamento
da candidose oral induzida em camundongos. Apds o estabelecimento da

infecgéo, os animais foram tratados durante 5 dias consecutivos com aPDT ou
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com antifangico tépico Nistatina. A evolucdo macroscoépica e microbiolégica da
leséo foi acompanhada por um periodo de até 7 dias apds o tratamento. Os
resultados demonstraram que a aPDT foi tdo efetiva quanto a Nistatina na

inativacdo de C. albicans, (cepa suscetivel) reduzindo 3 e 3,2 logs;,

respectivamente, 24 horas apos o término do tratamento. Em resumo, neste
estudo, os autores observaram que a modificacdo do modelo de inducéo de
candidose possibilitou prolongar o periodo de infeccdo e que a aPDT foi efetiva
no tratamento da candidose oral em camundongos.

Tem sido relatado que combinacdes de terapias sdo empregadas com o
objetivo de melhorar a eficacia dos tratamentos®. Hsieh et al.’! (2018)
avaliaram a combinacdo da aPDT com o antifungico fluconazol na inativacéo
de cultura plancténica e biofilme de C. albicans. Os autores verificaram que a
aPDT, aplicada isoladamente, foi efetiva na erradicagdo de culturas
planctbnicas e promoveu redugcdo na viabilidade dos biofilmes. O tratamento
isolado com fluconazol promoveu somente reducdo na viabilidade das culturas
planctbnicas e no biofiime de C. albicans. Ao avaliarem a combinacdo das
terapias (Fluconazol, seguido da aPDT), os autores observaram uma
potencializacdo dos efeitos, sendo a viabilidade das células do biofilme
reduzida para 5%. Em outro estudo, Barra et al.®? (2015) demonstraram que a
associacdo da aPDT (mediada pelo acido 5-aminolevulinico), seguida da
aplicacdo do antibidtico Gentamicina (2 pg/mL), foi eficaz na reducdo da
atividade metabdlica de biofilmes de Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus e Staphylococcus haemolyticus para 10, 20 e 30%,

respectivamente.

Considerando os resultados dos estudos citados nos paragrafos acima,
julgamos importante avaliar a eficacia de aplicacBes sucessivas da aPDT,
mediada pelo PDZ e associada a luz LED, como também a combinacédo das
terapias (P+L+NYS e NYS+P+L+) no tratamento de candidose oral induzida em

camundongos infectados com cepa de C. albicans resistente ao fluconazol.
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7 CONCLUSAO

A combinacdo das terapias, independente da ordem da aplicagao, foi
efetiva no tratamento de candidose oral em camundongos infectados por
C. albicans resistente a fluconazol em comparacéo as terapias aplicadas

isoladamente;

A analise macroscépica demostrou que a terapia combinada, promoveu
remissdo das lesbes orais em 97,34% e 92,23%, para 0S grupos
P+L+NYS e NYS+P+L+, respectivamente, no periodo de 24 horas. Apos
7 dias foi verificada discreta recidiva na infeccdo (lesbes abrangeram
47,88 % e 55,98% para P+L+NYS e NYS+P+L+, respectivamente).

Quando as terapias combinadas foram empregadas a analise histolégica
demonstrou que os tecidos avaliados apresentaram caracteristicas
histologicas de normalidade quando comparado ao grupo controle

negativo de trabalho.
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