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Resumo- Terapia fotodindmica consiste na combinacdo de um fotossensibilizador associado a uma fonte
de luz que destroem células microbianas. O objetivo foi avaliar os efeitos da fotossensibilizacdo do azul de
metileno, azul de toluidina e verde de malaquita por laser de baixa intensidade nas densidades de energia
de 15,8, 26,3 e 39,5 J/cm® sobre Candida albicans. A partir de suspensfes padronizadas de C. albicans
foram realizados 120 ensaios para cada corante, divididos em quatro grupos de acordo com as seguintes
condicbes experimentais: irradiacdo com laser e fotossensibilizador, irradiacdo somente com laser,
tratamento somente com o fotossensibilizador, e auséncia de laser e fotossensibilizador. A seguir, foram
realizadas diluicdes seriadas e semeaduras para contagem de unidades formadoras de coldnias (UFC/mL).
Os dados foram submetidos a andlise de variancia e teste de Tukey. Todos os fotossensibilizadores
testados foram eficazes na reducado de C. albicans apés a realizacédo da terapia fotodindmica. A reducao de
UFC/mL foi entre 0,54 log,o € 3,07 log, € foi dependente da densidade de energia testada. Concluiu-se que

todos os fotossensibilizadores estudados foram eficazes na terapia fotodindmica contra C. albicans.
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Introducéo

As espécies de Candida fazem parte da
microbiota comensal da cavidade bucal, entretanto
na presenca de fatores predisponentes podem se
tornar patogénicas, produzindo infeccdes que vao
desde lesBes mucosas  superficiais  até
disseminacfes sistémicas graves e invasivas (DE
REPENTIGNY et al., 2000, LEUNG et al., 2000).
Candidose oral é uma infeccdo oportunista que
acomente principalmente pessoas
imunocomprometidas. C. albicans ¢é ainda
considerada o principal fator etiolégico nesta
infeccé@o e estima se que seja de 70% a 80% dos
microrganismos isolados oriundos de lesdes na
mucosa bucal (LI et al., 2007).

Durante os eventos de colonizagéo e infeccao,
varios fatores de viruléncia sdo expressos pelas
espécies de Candida, incluindo aderéncia do
fungo aos tecidos do hospedeiro e secrecao
enziméatica (CALDERONE et al., 2001). Muitas
espécies de Candida secretam hidrolases,
incluindo proteinases e fosfolipases (GHANNOUM
et al., 2000) e produzem metabodlitos acidos, como
os carboxilicos, além de outras substancias
toxicas. Esses produtos podem lesar e interromper
as fungBes celulares (HANNULA et al.,, 2001).
Atualmente, muitos compostos antifingicos estao
disponiveis no mercado, entretanto esses

medicamentos possuem limitacdes, por
apresentarem toxicidade ao hospedeiro e por
desenvolverem resisténcia pelos microrganismos
do género Candida (DONNELLY et al., 2008).

O aumento de casos de infecgdes causadas
por cepas de Candida e consequentemente a
utilizacdo excessiva de antimicrobianos, favoreceu
nas Ultimas décadas a resisténcia dessas
leveduras aos agentes antifingicos convencionais
(PINTO et al., 2008). Esses agentes antifiingicos
demonstram efeito mais fungiostatico do que
fungicida, resultando em uma profilaxia
inadequada (DONNELLY et al., 2007). Assim
torna-se necessario o estudo de métodos
alternativos de controle desses microrganismos,
como a terapia fotodinamica (TFD). A TFD é
baseada na ativacdo de fotossensibilizadores por
luz visivel em baixas doses, com comprimento de
onda apropriado, gerando espécies reativas de
oxigénio, como o oxigénio singleto e superéxidos.
Estes produtos sdo citotoxicos para a célula alvo,
levando a morte do microrganismo por causarem
desordens na parede celular e danos no DNA
(ROMANOVA et al., 2003).

Como a maioria das espécies microbianas
ndo apresenta componentes fotossensiveis
enddgenos, torna-se importante o uso de um
fotossensibilizador, com capacidade de atrair
para si a luz e iniciar a formacédo de radicais livres
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(WILSON et al.,, 1992). Desta forma, a acdo de
diversos fotossensibilizadores, principalmente
corantes fenotiazinicos, porfirinas e ftalocianinas,
tém sido investigadas. Assim, a proposta deste
trabalho foi avaliar 0s efeitos da
fotossensibilizacdo do azul de metileno, azul de
toluidina e verde de malaquita por laser de baixa
intensidade nas densidades de energia de 15,78,
26,31 e 39,47 Jlcm® sobre a viabilidade de
Candida albicans.

Metodologia

Foi preparada uma suspensao padronizada de
C. albicans (ATCC 18804) contendo 10°
células/mL. Para isso, C. albicans foi semeada em
agar Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, EUA) e
incubada a 37C por 48 horas. Ap6s o periodo de
incubacgdo, o microrganismo foi cultivado em caldo
Sabouraud (Difco, Detroit, USA) e incubado a
37T por 16 horas. Posteriormente, o crescimento
fungico foi centrifugado a 1300 xg durante 10
minutos, desprezando-se o sobrenadante. Esse
procedimento foi repetido e o sedimento
ressuspenso em 5 mL de solucdo fisiolégica
esterilizada (NaCl a 0,85%).

A contagem do ndamero de células na
suspensdo foi realizada em espectrofotdmetro
(B582, Micronal, S&o Paulo, Brasil) com
comprimento de onda de 530 nm e densidade
oOptica de 0,680.

A partir da suspensdo padronizada de C.
albicans, foram realizados 360 ensaios, sendo 120
para cada fotossensibilizador testado. Esses
ensaios foram divididos de acordo com os
seguintes grupos experimentais: Grupo L+F+=
irradiado com laser na presenca do
fotossensibilizador; Grupo L+F= irradiado somente
com laser; Grupo L-F+= tratado somente com o
fotossensibilizador; Grupo L-F-= ndo irradiado pelo
laser e sem fotossensibilizador.

Para a sensibilizacdo de C. albicans foram
utilizados os corantes azul de metileno, azul de
toluidina e verde malaquita (Synth, Sdo Paulo,
Brasil) na concentracdo de 0,1 mg/mL para cada
um. As solucdes de cada fotossensibilizador foram
preparadas pela dissolucdo dos corantes em
solucdo fisiolégica (NaCl 0,85%) e filtracdo em
membrana esterilizada com poros de 0,22 um de
diametro (Millipore, Sao Paulo, Brasil). Apdés a
filtracdo as solucdes com os fotossensibilizadores
foram mantidas em ambiente escuro.

A fonte de luz utilizada foi o laser de Arseneto
de Galio Aluminio (Easy Laser, Clean Line,
Taubaté, Brasil) com comprimento de onda de 660
nm.

De acordo com 0S grupos experimentais,
previamente descritos, foram adicionados 0,1 mL
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de suspenséo de C. albicans em cada orificio de
placas de microtitulacdo de 96 pocos de fundo
plano, esterilizadas e com tampa (Costar Corning,
New York, EUA). Posteriormente, 0os ensaios dos
grupos L+F+ e L-F+ receberam 0,1 mL de
fotossensibilizador, ja para os ensaios dos grupos
L+F- e L-F- foram adicionados 0,1 mL de solucao
fisiologica. Em seguida, todas as placas foram
agitadas durante 5 minutos em agitador orbital
(Solab, Piracicaba, Brasil). Apds esse periodo, o
contetido dos pogos das placas dos grupos L+F+
e L+F- foram irradiados de acordo com o protocolo
apresentado (Tabela 1). A irradiacéo foi realizada
em condicbes assépticas, em cémara de fluxo
laminar com a luz apagada, onde foi utilizado um
anteparo negro fosco com orificio de diametro
coincidente ao da entrada do poco evitando assim
o espalhamento de luz.

ApOs a irradiacdo foram realizadas diluig6es
seriadas e aliquotas de 0,1 mL de cada diluicao
foram semeadas em duplicata em placas contendo
agar Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, USA).

Decorrido o tempo de incubacéo, foi realizada a
contagem de unidades formadoras de colbnias por
mililitro (UFC/mL) e os numeros obtidos foram
transformados em logaritmo (Log). Os resultados
foram submetidos a analise de variancia ANOVA e
teste de Tukey, considerando-se diferenca
estatistica quando p < 0,05, com o auxilio do
software Minitab (Inc. PA, USA).

Tabela 1- Protocolo utilizado para irradiacéo
com laser AsGaAl (660 nm)

Densidade Energia  Poténcia Area Tempo
de Energia ( J)g (mW) Irradiada (S)p
(Ilem?) (cm?)

15,8 6 35 0,38 171s
26,3 10 35 0,38 285s
39,5 15 35 0,38 428s
Resultados

A fotossensiblizacdo do azul de metileno, azul
de toluidina e verde malaquita por laser de baixa
intensidade promoveu redugdo no ndmero de
UFC/mL (Log) de C. albicans. O laser de baixa
intensidade sozinho também promoveu reducédo
no nimero de C. albicans. Esses resultados
indicam que a terapia fotodindmica apresentou
efeito antifiingico sobre C. albicans.
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Os grupos L+F- exibiram numero de UFC/mL
(Log) superiores aos grupos L+F+ e inferiores aos
grupos L-F- para todas as condicdes
experimentais. Esses resultados indicam que o
uso isolado do laser também teve algum efeito
sobre C. albicans. Os resultados dos grupos L-F+
foram semelhantes aos grupos L-F- em todos os
fotossesnsibilizadores e densidades de energia
estudados, demonstrando que 0s
fotossensibilizadores usados isoladamente n&o
apresentaram efeito fungicida.

A taxa de reducdo de UFC/mL (Log) de C.
albicans observada nos grupos L+F+ em relagéo
aos grupos L-F-, foi maior nos experimentos com
azul de toluidina em relacdo aos demais
fotossensibilizadores para todas as densidades de
energia observadas. Entretanto n&o houve
diferenca estatisticamente significante entre os
corantes estudados. Além disso a reducgéo
microbiana aumentou com o0 aumento da
densidade de energia do laser. A maior reducéo
de C. albicans foi de 3 log,, com a
fotossensibilizacdo do azul de toluidina na
densidade de energia de 39,5 J/cm?® (Tabela 2).

Tabela 2- Médias de reducdo de Candida
albicans (log,) obtidas nos grupos submetidos a
irradiacéo laser na presenca do fotossensibilizador
(L+F+) em relacdo aos grupos sem exposicao ao
laser e ao fotossensibilizador (L-F-)
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15,8 26,3 39,5

Fotossensibilizador J/om 2 Jlom?2 Jlem2

0,70 + 1,19 + 3,07 +
Azul de Toluidina 0,16 1,25 1,67

0,56 + 0,82 + 2,71 +
Azul de Metileno 0,46 0,18 1,35

054 079+ 2254

Verde de Malaquita 0,18 0,20 1,99

0,431 0,441 0,555

N&o houve diferenga estatisticamente significante (ANOVA, p<
0,05)

Discussao

Candida albicans € um microrganismo isolado
com freqiiéncia da cavidade bucal de individuos
saudaveis. Esta levedura é o principal responsavel
pelas diferentes formas de candidose bucal,
superficial ou sistémica (RAMAGE et al., 2005).
Além disso, existem relatos de isolamento de C.
albicans em biofilmes dentarios (NIKAWA et al.,
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2003), o que demonstra que estas leveduras
podem estar correlacionadas ndo somente no
desenvolvimento de candidoses bucais, mas
também na patogénese de caries e doencas
periodontais (JARVENSIVU et al., 2004). Devido
ao aumento da resisténcia de cepas de Candida
spp. aos antifungicos disponiveis e aos efeitos
colaterais causados por eles, tém sido registrado
uma procura por novas alternativas como a TFD
(COLOMBO et al.,1995; PERVAIZ et al., 2001).

No presente estudo a fotoativacdo pelos
fotossensibilizadores azul de metileno, azul de
toluidina ou verde malaquita na concentracao de
0,1 mg/mL, seguida pela irradiacdo do laser de
baixa poténcia AsGaAl nas densidades de energia
de 15,8, 26,3 e 39,5 Jicm® reduziu o nimero de
UFC/mL (Log) de C. albicans. Esses resultados
estdo de acordo com varios trabalhos (WILSON e
MIA 1993; SOUZA et al.,, 2006; GIROLDI et al.,
2007; PRATES et al., 2007). Wilson e Mia (1993)
realizaram fotossensibilizacdo do azul de toluidina
por laser de He-Ne (632,8 nm) e encontraram
reducdo de UFC/mL de C. albicans em 77%, C.
tropicalis em 65%, C. stelatoidea em 63% e C.
Kefyr em 40%. No estudo realizado por Souza et
al. (2006), a associacdo do fotossensibilizador azul
de metileno e laser InGaAIP (685 nm) provocaram
percentuais de reducdo de 88,6% para C.
albicans, 84,8% para C. dubliniensis, 91,6% para
C. krusei e 823% para C. tropicalis.
Recentemente, Giroldi et al. (2007), observaram
decréscimo significativo no crescimento de C.
albicans quando o fotossensibilizador azul de
metileno foi associado a um laser diodo (684 nm).
No Unico trabalho realizado, até o presente
momento, com o fotossensibilizador verde
malaquita combinado com laser AsGaAl (660 nm e
9 J/cmz), Prates et al. (2007) obtiveram uma
reducdo de 2-3 logy, de bactérias da espécie
Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

Neste trabalho, as maiores reducbes de
UFC/mL (Log) ap6s a TFD foram obtidas com o
fotossensiblizador azul de toluidina, seguido por
azul e metileno e verde malaquita. Entretanto, ndo
foi observado diferenca estatisticamente
significante entre os grupos estudados. Usacheva
et al. (2001) avaliaram a eficacia dos
fotossensibilizadores azul de metileno e azul de
toluidina associados aos lasers de argénio (630
nm) e diodo (664 nm) sobre diferentes bactérias.
Os autores observaram que o fotossensibilizador
azul de toluidina exibiu atividade bactericida maior
do que o azul de metileno, para os dois lasers
utilizados. A inativacdo completa das bactérias foi
alcancada com o azul de toluidina em
concentracdes 1,5 a 7 vezes menores que as do
azul de metileno. Os autores sugerem que a
solubilidade do azul de toluidina seja mais elevada
na regido hidrofébica da membrana e assim este
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fotossensibilizador  poderia  interagir mais
facilmente com a membrana bacteriana do que o
azul de metileno. Em conseqiéncia, a
concentracao azul de toluidina dentro da célula do
microrganismo deve ser significativamente mais
elevada do que aquela do azul de metileno.

A reducdo de UFC/mL (Log) de C. albicans
aumentou conforme foram utilizadas densidades
de energia mais altas do laser de 15,8 Jiem? a
39,5 Jlcm® para todos os fotossensibilizadores
avaliados. Esses resultados também foram
descritos por Hamblin et al. (2002) e Gad et al.
(2004). Estes autores verificaram que um
acréscimo na densidade de energia de 10 J/cm?
até 40 J/cm? resultaram numa significante reducgéo
de bactérias Gram — positivas (GAD et al., 2004) e
bactérias Gram - negativas (HAMBLIN et al.,
2002).

Em relacdo aos efeitos isolados do laser
(Grupo L+F-), também foram observadas reducdes
de UFC/mL (Log) de C. albicans, sugerindo uma
possivel susceptibilidade desta levedura ao laser.
Maver-Biscanim et al. (2005) demonstraram que o
laser de baixa poténcia apresentou efeito fungicida
mesmo na auséncia do fotossensibilizador. Esses
autores encontraram diminuicdo da inflamacéo do
palato em pacientes com estomatite por prétese
apos terapia com laser (comprimento de onda de
685 nm, densidade de energia de 3 Jiem® e
poténcia de 30 mW) aplicada por 5 dias
consecutivos. Além disso, menor numero de
leveduras foi isolado do palato e da base da
protese depois do uso do laser. In vivo esta
observacdo poderia ser interpretada sendo
resultado da resposta imune do hospedeiro a
terapia fotodinamica, este estudo indica um efeito
direto na levedura. A susceptibilidade intrinseca de
algumas espécies de leveduras a irradiacdo do
laser, como observada no estudo atual para C.
albicans e igualmente por Souza et al. (2006) para
C. tropicalis, sugere a presenca de
fotossensibilizadores endégenos nestes
microrganismos.

O efeito isolado dos fotossensibilizadores na
auséncia de irradiacdo laser (Grupos L-F+) ndo
apresentou diferenca estatisticamente significante
em relacdo aos grupos controle (Grupos L-F-).
Estes resultados sugerem que tanto azul de
toluidina, como azul de metileno e verde malaquita
ndo possuem efeito citotdxico para C. albicans.
Porém tais dados divergem de relatos de estudos
nos quais, sem a irradiacdo de luz, o azul de
metileno e o azul de toluidina demonstraram
atividade antifiingica natural (USACHEVA et al.,
2001, WAINWRIGHT e CROSSLEY 2002,
CALZAVARA-PINTON et al.,, 2005). Por outro
lado, Prates et al. (2007) ndo encontraram efeito
bactericida quando o fotossensibilizador verde
malaquita foi utilizado isoladamente em bactérias
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da espécie
actinomycetemcomitans.

As divergéncias encontradas no presente
estudo, em relacdo a literatura, devem-se a
auséncia de parametros pré-definidos para
utiizacgdo da TFD, o que torna dificli uma
comparacdo fidedigna dos resultados obtidos
entre os diferentes trabalhos. Além disso, a
concentracdo, o tempo de incubacéo e o tipo de
fotossensibilizador, assim como o0 estado
fisiolégico dos microrganismos, periodo de
exposicdo e densidade de energia do laser,
podem igualmente influenciar os resultados de
TFD (TEICHERT et al. 2002).

Aggregatibacter

Concluséo

Em resumo, conclui-se que a irradiacdo do
laser de baixa intensidade e a terapia fotodindmica
utilizando o azul de metileno, o azul de toluidina ou
o verde da malaquita apresentaram efeito
fungicida sobre C. albicans.
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