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Rimachi Hidalgo KJ.  Eficácia da terapia fotodinâmica antimicrobiana associada a 
nistatina no tratamento de candidose oral em camundongos infectados com Candida 
albicans resistente a fluconazol [dissertação de mestrado]. Araraquara: Faculdade 
de Odontologia da UNESP; 2018. 

RESUMO 

O objetivo do estudo foi avaliar a eficácia da terapia fotodinâmica 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 fêmeas com aproximadamente 5 semanas de 
vida. Os animais foram imunossuprimidos com predinisolona 100 mg/kg no 1º, 5º e 
13 º dias de experimento. No 2º dia, os animais foram sedados com 0,1 mL de 
cloridrato de clorpromazina e uma suspensão de C. albicans 107 UFC/mL foi 
inoculada na língua dos mesmos. Do dia 7 ao 11 os tratamentos foram realizados. 
No grupo aPDT foi utilizado 200 mg/L de Photodithazine (PDZ) associado à luz LED 
de 50 J/cm2 (grupo P+L+); no grupo (P+L-) foi utilizado apenas com PDZ; o grupo 
(P-L+) recebeu só luz LED e nos animais do grupo NYS o medicamento foi aplicado 
uma vez ao dia. Além disso, foi avaliada a combinação de duas terapias: P+L+NYS 
e NYS+P+L+. Um grupo recebeu apenas inoculação de C. albicans (grupo P-L-) e 
outro grupo de animais saudáveis (grupo CNI). Após os tratamentos, foi realizada a 
recuperação de C. albicans por meio de swabs estéreis. Então diluições seriadas 
foram realizadas e plaqueadas em placas de Petri com SDA. Após 48 horas de 
incubação a 37o C as colônias foram quantificadas e o número de UFC/mL foi 
determinado. Os camundongos foram sacrificados 24 horas e 7 dias após os 
tratamentos. Os resultados demonstraram que a combinação das terapias promoveu 
redução de 2,6 log10 e 2,1 log10 para os grupos P+L+NYS+ e NYS+P+L+, 
respectivamente, 24 horas após os tratamentos. A análise macroscópica revelou 
remissão das lesões orais, e a análise histológica demonstrou expressiva redução 
da reação inflamatória no tecido que apresentou características histológicas de 
normalidade. Dessa forma, pode-se concluir que a combinação de terapias é uma 
alternativa para o tratamento de candidose induzida com cepas de C. albicans 
resistente ao fluconazol. 

Palavras Chaves: Fotoquimioterapia. Candida albicans. Antifúngicos. 
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therapy in the treatment of oral candidosis in mice infected with Candida albicans 
resistant to fluconazole [Dissertação 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 /cm2 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 log10 and 2.1 log10 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 INTRODUÇÃO 

As espécies do gênero Candida são consideradas microrganismos 

comensais, constituintes da microbiota bucal e trato gastrointestinal em 

indivíduos saudáveis1. Sob determinadas circunstâncias, tais como 

desequilíbrio no pH, mudanças nutricionais, uso de antibióticos ou alterações 

no sistema imunológico causadas por uma infecção ou terapia 

imunossupressora2,3, esses microrganismos podem atuar como patógenos 

oportunistas proliferando e sendo responsáveis pelo desenvolvimento de 

infecções na pele, mucosa e também de infecções sistêmicas4. A candidose 

orofaríngea (OPC) é uma infecção resultante da adesão e penetração das 

espécies fúngicas nos tecidos orais5 e apresenta alta incidência em pacientes 

que utilizam medicamentos imunossupressores após transplante de órgãos, 

antibióticos de amplo espectro, diabéticos, terapias antineoplásicas e nos que 

possuem imunossupressão relacionada à síndrome da imunodeficiência 

adquirida (AIDS)6,7
.  

Para os tratamentos da candidose, têm sido utilizados medicamentos de 

aplicações tópica e sistêmica, tais como os derivados azóis, poliênos e as 

equinocandinas. Os azóis inibem a produção de ergosterol que causa 

instabilidade na membrana, os poliênos se ligam ao ergosterol na membrana 

celular fúngica, levando à lise celular; e, as equinocandinas inibem a 

biossíntese da parede celular dos fungos, levando a uma perda de integridade 

dessa parede celular8 .Os agentes poliênos, particularmente a Nistatina, é o 

medicamento mais utilizado para aliviar os sinais e sintomas clínicos da 

doença, porém muitas vezes não eliminam completamente as espécies de 

Candida9,10. Além disso, os efeitos diluentes da saliva e movimentos da 

musculatura bucal normalmente reduzem a dose desses agentes a 

concentrações subterapêuticas11,12,13.  Dessa forma, a recolonização da 

mucosa bucal pelo microrganismo tem sido frequente após o tratamento, o que 

ocasiona infecções recorrentes9,11. A medicação sistêmica tem sido usualmente 

instituída em indivíduos com saúde geral comprometida e nos episódios de 

infecções recorrentes, utilizando medicamentos como fluconazol, itraconazol e 

anfotericina B14. Esses agentes vêm sendo amplamente empregados para o 

tratamento da candidose bucal, especialmente em pacientes 



11 

imunocomprometidos. Porém a ocorrência de efeitos hepatotóxicos tem sido 

frequente14,15. A utilização indiscriminada de antifúngicos tópicos ou sistêmicos 

para o tratamento da OPC tem resultado no desenvolvimento de resistência 

das espécies de Candida10. Resistência antifúngica pode ser definida como a 

persistência ou a progressão de uma infecção após a realização do tratamento 

antimicrobiano16. A resistência intrínseca ou primária ocorre quando um 

microrganismo apresenta reduzida susceptibilidade a uma determinada 

medicação, previamente à sua exposição ao agente. Já, a resistência 

secundária pode ser desenvolvida pelo microorganismo após longos períodos 

de exposição aos fármacos antifúngicos17.  

Adicionalmente, a organização dos microrganismos em biofilmes 

representa um reservatório protetor, possibilitando a sobrevivência desses 

patógenos mesmo em condições desfavoráveis e proporcionando elevada 

resistência aos agentes antifúngicos18. Considerando o aumento na incidência 

de patógenos resistentes aos antifúngicos convencionais e a toxicidade dos 

medicamentos sistêmicos utilizados, alguns estudos têm buscado estratégias 

para inviabilização de espécies fúngicas resistente a fluconazol.  

A terapia fotodinâmica antimicrobiana (aPDT) tem sido avaliada para a 

inativação de microrganismos19,20. O processo fotodinâmico requer a utilização 

de um agente fotossensibilzador (FS), a aplicação de uma luz que seja 

correspondente à banda de absorção do FS, e a presença de oxigênio21. 

Inicialmente, a célula-alvo deve ser tratada com o FS, num processo conhecido 

como fotossensibilização. Em seguida, uma fonte de luz deve ser acionada 

para a iluminação do alvo sensibilizado. A interação da luz de comprimento de 

onda adequado com o FS, na presença de oxigênio, resulta em espécies 

reativas capazes de induzir a inativação celular22. Tem sido sugerido que esse 

mecanismo envolve a absorção de fótons da fonte de luz pelo FS, o que leva 

seus elétrons a um estado excitado. Na presença de oxigênio, o FS excitado 

pela luz pode reagir com moléculas vizinhas, por meio da transferência de 

elétrons ou hidrogênio (reação do tipo I) ou pela transferência de energia ao 

oxigênio (reação do tipo II), levando à produção de espécies reativas21. Ambos 

caminhos podem ocasionar morte celular do microrganismo patógeno. 
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Atualmente vem sendo empregada em aPDT, os FS de segunda 

geração. Dentre estes compostos estão as clorinas e porfirinas hidrofílicas que 

apresentam forte banda de absorção na região vermelha do espectro 

fotomagnético. O Photodithazine® (PDZ) é uma clorina e6, solúvel em água que 

apresenta um alto rendimento quântico de formação de oxigênio singlete23. 

Esse FS apresenta uma alta banda de absorção no espectro eletromagnético 

(650 a 680 nm), o que o permite atravessar com maior profundidade as 

membranas biológicas, melhorando a ação da aPDT24.  

Estudos in vitro tem apontado a aPDT como uma técnica efetiva em 

promover a inativação de espécies de Candida25,26. Em um estudo in vivo foi 

avaliado a associação de Photodithazine® com LED na fotoinativação de C. 

albicans em modelo murino de candidose oral27. Os animais foram tratados 

com concentrações de 75, 100, 125 e 150 mg/L durante 20 min e iluminados 

durante 14 min (LED 660 nm - 37,5 J/cm2). As células de Candida albicans (C. 

albicans) foram recuperadas do dorso da língua e a avaliação microbiológica foi 

realizada. Os animais foram sacrificados após 24 horas e a língua foi 

processada para análise histológica. Os resultados demonstraram que a aPDT 

foi eficaz na redução de C. albicans (cepa suscetível) quando foram utilizadas 

as concentrações de PDZ de 100, 125 e 150 mg/L. A associação de 100 mg/L 

de PDZ com LED promoveu redução de 4,36 log10. Em outro estudo Alves et 

al.28 avaliaram a eficácia da aPDT (1 aplicação), mediada pelo Photodithazine® 

(PDZ) e luz LED, na inativação de C. albicans resistente a fluconazol (isolado 

clínico) em um modelo de candidose oral induzida. A aPDT promoveu redução 

significativa de C. albicans resistente a fluconazol (~1,96 log10), entretanto, 

esse protocolo não possibilitava o acompanhamento clínico da evolução da 

lesão.  

Em estudo realizado recentemente Carmello et al.29 (2016) modificaram 

o protocolo de indução de candidose em animais para possibilitar o tratamento

e o acompanhamento da evolução da lesão após a aplicação da aPDT. O 

protocolo foi estabelecido com sucesso, uma vez que a lesão permaneceu nos 

animais por um período de 5 a 16 dias. Então, utilizando este protocolo, foi 

avaliada a efetividade da aPDT, associando ao PDZ a luz LED, no tratamento 

da candidose oral induzida em camundongos. Após o estabelecimento da 

infecção, os animais foram tratados durante 5 dias consecutivos com aPDT ou 
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com antifúngico tópico Nistatina. A evolução macroscópica e microbiológica da 

lesão foi acompanhada por um período de até 7 dias após o tratamento. Os 

resultados demonstraram que a aPDT foi tão efetiva quanto a Nistatina na 

inativação de C. albicans, (cepa suscetível) reduzindo 3 e 3,2 logs10, 

respectivamente, 24 horas após o término do tratamento. Em resumo, neste 

estudo, os autores observaram que a modificação do modelo de indução de 

candidose possibilitou prolongar o período de infecção e que a aPDT foi efetiva 

no tratamento da candidose oral em camundongos.  

Tem sido relatado que combinações de terapias são empregadas com o 

objetivo de melhorar a eficácia dos tratamentos30. Hsieh et al.31 (2018) 

avaliaram a combinação da aPDT com o antifúngico fluconazol na inativação 

de cultura planctônica e biofilme de C. albicans. Os autores verificaram que a 

aPDT, aplicada isoladamente, foi efetiva na erradicação de culturas 

planctônicas e promoveu redução na viabilidade dos biofilmes. O tratamento 

isolado com fluconazol promoveu somente redução na viabilidade das culturas 

planctônicas e no biofilme de C. albicans. Ao avaliarem a combinação das 

terapias (Fluconazol, seguido da aPDT), os autores observaram uma 

potencialização dos efeitos, sendo a viabilidade das células do biofilme 

reduzida para 5%. Em outro estudo, Barra et al.32 (2015) demonstraram que a 

associação da aPDT (mediada pelo ácido 5-aminolevulínico), seguida da 

aplicação do antibiótico Gentamicina (2 µg/mL), foi eficaz na redução da 

atividade metabólica de biofilmes de Staphylococcus epidermidis, 

Staphylococcus aureus e Staphylococcus haemolyticus para 10, 20 e 30%, 

respectivamente. 

Considerando os resultados dos estudos citados nos parágrafos acima, 

julgamos importante avaliar a eficácia de aplicações sucessivas da aPDT, 

mediada pelo PDZ e associada a luz LED, como também a combinação 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 CONCLUSÃO 

• A combinação das terapias, independente da ordem da aplicação, foi

efetiva no tratamento de candidose oral em camundongos infectados por

C. albicans resistente a fluconazol em comparação às terapias aplicadas

isoladamente; 

• A análise macroscópica demostrou que a terapia combinada, promoveu

remissão das lesões orais em 97,34% e 92,23%, para os grupos

P+L+NYS e NYS+P+L+, respectivamente, no período de 24 horas. Após

7 dias foi verificada discreta recidiva na infecção (lesões abrangeram

47,88 % e 55,98% para P+L+NYS e NYS+P+L+, respectivamente).

• Quando as terapias combinadas foram empregadas a análise histológica

demonstrou que os tecidos avaliados apresentaram características

histológicas de normalidade quando comparado ao grupo controle

negativo de trabalho.
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