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1INTRODUCAO

A terapia fotodindmica antimicrobiana consiste na associagdo de um agente
fotossensibilizador e luz visivel, capaz de causar destruicdo seletiva das células microbianas. O
fotossensibilizador € ativado pela exposicao a luz de comprimento de onda especifico, na presenca
de oxigénio. A transferéncia de energia do fotossensibilizador ativado para o oxigénio disponivel
resulta na formacao de espécies toxicas de oxigénio, como oxigénio singleto e radicais livres. Essas
espécies quimicas reativas causam destruicdo de proteinas, lipideos, acidos nucléicos e outros
componentes celulares. A terapia fotodindmica ndo apresenta efeitos genotoxicos e mutagénicos, o
gue impede o desenvolvimento de resisténcia microbiana (KONOPKA et a. 2008).

Numerosos estudos in vitro demonstraram que a PACT ¢é atamente efetiva na destruicdo de
virus e protozoérios, assim como bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos. Resultados de
pesquisas experimentais demonstraram que leveduras podem ser mortas pela agcdo fotodinamica
empregando fotossensibilizadores fenotiazinicos, porfirinas e fitalocianinas (DONNELLY et al.
2008).

Os fungos sdo importantes agentes etiologicos causadores de doengas humanas. Entre os
principais patdgenos fungicos estdo as leveduras do género Candida. Esses microrganismos podem
causar diversas doencas, que variam de infeccOes mucosas superficiais, como candidose
vulvovagina e candidose orofaringea, até infecgdes invasivas potencialmente fatais (SULLIVAN et
al. 2004). C. albicans é a espécie mais patogénica e mais freqlientemente isolada do organismo
humano, tanto como microrganismo comensal como patégeno oportunista (CANNON et al. 1995,
MCCULLOUGH et a. 1996).

Os mecanismos de patogenicidade de C. albicans néo estdo totalmente esclarecidos e séo
dificeis de serem definidos, pois dependem do tipo e local dainfeccéo, estagio de invasdo e resposta
do hospedeiro (HAYNES 2001; HUBE & NAGLICK 2001). Vérios fatores de viruléncia foram
sugeridos, como capacidade de aderéncia a mucosa, capacidade em formar tubos germinativos e
hifas, e producdo de enzimas histoliticas (AKPAN & MORGAN 2002). Existem duas grandes
familias de enzimas histoliticas produzidas por C. albicans. as proteinases aspartil secretorias (SAP)
e asfosfolipases (PL) (HAYNES 2001).

JUNQUEIRA et a. (2009) avaiaram os efeitos da terapia fotodindmica in vivo, utilizando
um modelo de candidose experimental em ratos. Apos 7 dias dainoculacdo de C. albicans, as lesdes
de candidose formadas no dorso da lingua foram tratadas com PDT utilizando o azul de metileno
como fotossensibilizador. Os grupos que receberam terapia fotodinamica exibiram menor alteragdo
do epitélio e menor resposta inflamatdria em relagdo ao grupo controle, sugerindo que a terapia
fotodinamica pode ser utilizada para tratar a candidose bucal.
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20BJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi estudar a agcdo da terapia fotodindmica antimicrobiana no
tratamento da candidose bucal em ratos, avaliando seus efeitos sobre os fatores de patogenicidade
de Candida albicans.

3MATERIAISE METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia do
Campus de Sd0 José dos Campos/UNESP (035/2007). Foram utilizados 40 ratos (Rattus
norvegicus, Albinus, Wistar), provenientes do Biotério da Faculdade de Odontologia de S&o José
dos Campos/ UNESP. Os animais foram distribuidos em 4 grupos experimentais com 10 ratos em
cada grupo: tratado com laser e fotossensibilizador (L+F+); tratado apenas com laser (L+F-);
tratado apenas com fotossensibilizador (L-F+); grupo sem laser nem fotossensibilizador (L-F-).

A inducdo da candidose experimental foi realizada através da administracdo de cloridrato de
tetraciclina a 0,1% (Terramicina, Pfizer) na agua de beber dos animais (ALLEN et al. 1982) e
inoculagdes de C. albicans (ATCC 18804) durante trés dias consecutivos.

Apbs 5 dias da Ultima inoculacdo de C. albicans, os ratos foram anestesiados para realizacdo
dos tratamentos experimentais. Esse tratamento foi realizado em 2 dias consecutivos. Os animais
receberam aplicacdo topica de solugdo de azul de metileno no dorso dalingua. Decorrido 5 minutos
(tempo pré-irradiacéo), foram feitas 2 aplicagdes de laser, uma na por¢éo anterior da lingua e outra
na regi&o de papilas gigantes (Grupo L+F+). O efeito isolado do fotossensibilizador foi testado pela
aplicacdo do azul de metileno pelo mesmo periodo do grupo anterior, porém na auséncia de luz
(Grupo L-F+). Para verificagdo do efeito isolado do laser, a aplicagdo de azul de metileno foi
substituida por solugdo fisiolégica (Grupo L+F-). Além disso, alguns animais receberam apenas
solucgdo fisiologica na auséncia de luz (Grupo L-F-).

Foram coletadas amostras do dorso da lingua dos animais, antes e ap6s 1 dia da realizagdo do
tratamento experimental, para a contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC/mL) em &gar
Sabouraud Dextrose com cloranfenicol. A partir do crescimento nas placas de agar Sabouraud de
cada animal, foram isoladas duas col6nias de Candida para avaliagéo dos fatores de patogenicidade
desse microrganismo.

Os isolados obtidos foram submetidos aos testes de producéo de proteinase e fosfolipase. As
atividades enzimaticas (fosfolipase e proteinase) foram medidas de acordo com a técnica de Price et
al. (1982), obtendo-se o valor de Pz, através da divisdo do didmetro da colénia em mm, pelo
didmetro mais o halo formado pela atividade enzimética. De acordo com esse sistema, quanto
menor o valor de Pz, maior a atividade enzimética da amostra

Os ratos foram submetidos a eutanésia 1 dia ap0Os o tratamento experimental e as linguas
foram processadas para analise em microscopia Optica. Foi realizada uma avaliagcdo da intensidade
das lesbes teciduais por meio da atribuicdo de escores as ateragbes epiteliais e a resposta
inflamatéria no tecido conjuntivo (Jungueira et al. 2007). Foram atribuidos escores de 0 a 7 para
quantificar as alteragcBes teciduais no dorso da lingua de cada rato: hiperplasia epitélial,
desorganizacdo da camada basal, exocitose, espongiose, perda das papilas filiformes,
hiperqueratose e formac&o de microabscessos intra-epiteliais. Em relacdo ao infiltrado inflamatério
crénico do tecido conjuntivo, foram atribuidos os seguintes escores. 0 (auséncia de células
inflamatérias), 1 (infiltrado inflamatério discreto), 2 (infiltrado inflamatério moderado) e 3
(infiltrado inflamatorio acentuado).

A andlise edtatistica foi realizada no Programa Minitab, considerado-se nivel de
significancia de 5%. Para andlise dos dados de unidades formadoras de colonia (UFC/mL) foi
utilizado Andlise de Variancia. Para avaliagdo dos escores obtidos na andlise histolégica e fatores
de patogenicidade foram aplicados os testes de Kruskal-Wallis e Bonferroni.

4 RESULTADOS
Na contagem de unidades formadoras de colonias (UFC/mL) de C. albicans coletadas da
cavidade bucal dos ratos antes e apOs a redlizacdo do tratamento experimental, ndo foram
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observadas diferencas estatisticamente significante para os quatro grupos experimentais estudados
(Figura 1).
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Figura 1 - Médias e Desvios-padréo de UFC/mL de C. albicans recuperadas da cavidade bucal dos ratos Antes (A) e
Depois (D) do tratamento experimental.

De acordo com os resultados das atividades enziméticas da fosfolipase verifica-se que o
grupo L+F+ apresentou menor atividade enzimatica, em relagdo aos outros grupos. Essa diferenca
ndo foi estatisticamente significante. Em relagdo a producéo de proteinase, o grupo L+F+ também
apresentou menor atividade enzimética em relagdo aos demais grupos, porém com diferenca
estatisticamente significante apenas entre os grupos L+F+ e L-F+ (Figura 2).
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Figura 2 - Médias e Desvio-padréo dos valores de Pz para a atividade enzimética de fosfolipase (F) e proteinse (P).
* Diferenca estatisticamente significante entre os grupos.

Na andlise histol6gica do dorso da lingua verificou-se que os ratos ndo apresentavam mais
colonizagdo por hifas de Candida no dorso da lingua. Entretanto, foram observadas |esdes teciduais
de candidose, caracterizadas por ateracbes no tecido epitelia e infiltrado inflamatorio na lamina
propria. As ateracfes epiteliais foram quantificadas, demonstrando que o grupo L+F+ apresentou
lesbes menos expressivas de candidose em relacdo aos demais grupos L+F-, L-F+ e L-F-, com
diferenca estati sticamente significante entre os grupos (Figura 3).
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Figura 3 - Medianas e Escores atribuidos as ateracGes epiteliais e infiltrado inflamatdrio observadas nas lesdes
microscopicas de candidose no dorso da lingua.
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5DISCUSAO DOSRESULTADOS

Varios autores relataram que a instalacgéo da candidose experimental em roedores requer o
uso de agentes imunossupressores, antibidticos de amplo espectro ou reducdo do fluxo salivar
através da sialoadenectomia (Allen et a., 1982; Jorge et a., 1993; Samaranayake; Samaranayake,
2001; De Repentigny, 2004). Neste trabalho a candidose experimental foi induzida pela
administragdo de tetraciclina e inoculagdes de C. albicans na cavidade bucal dos ratos durante 3
dias consecutivos. No quinto e sexto dia ap6s a Ultima inoculacdo de Candida, os ratos foram
submetidos aos seguintes tratamentos experimentais: terapia fotodinamica (L+F+), laser (L+F-),
fotossensibilizador (L-F+) e solugdo fisioldgica (L-F-). No 7° dia, todos os ratos foram submetidos
aeutanasia

Foram redlizadas coletas de amostras do dorso da lingua antes e apds o tratamento
experimental para caculo de UFC/mL, que corresponderam respectivamente a 5 e 7 dias apos a
inoculagdo de C. albicans. Verificou-se que o nimero de UFC/mL recuperadas da cavidade bucal
dos animais antes e depois do tratamento experimental apresentou reducéo em Log de 0,35 (L+F+),
0,88 (L+F-), 0,53 (L-F+) e 0,56 (L-F-). Observou-se que essas reducdes ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significantes entre 0s quatro grupos experimentais, demonstrando néo
estarem relacionadas com a aplicagéo da terapia fotodindmica, mas ssim com o modelo de candidose
experimental estudado. Segundo, Samaranayake e Samaranayake (2001), ainfecgdo por C. albicans
val sendo naturalmente eliminada da cavidade bucal do animal.

O modelo de inducéo de candidose experimental usado neste trabalho, possibilitou a
recuperacdo de 4 a 5 UFC/mL (Log) de C. albicans ap6s 5 e 7 dias da ultima inoculagdo de
leveduras. Junqueira et al. (2003), utilizando a mesma metodologia deste trabalho, recuperaram
apenas 2,5 UFC/mL (Log) de C. albicans apds 7 dias da inducdo de candidose, provavelmente
porque ndo foi utilizado administragdo de tetraciclina ou qualquer outro fator predisponente.

As alteracOes epiteliais e infiltrado inflamatério da lamina propria presentes na lesdo de
candidose por C. albicans foram quantificadas, demonstrando que as lesGes epiteliais do grupo
L+F+ foram menos expressivas em relagcdo aos grupos L+F-, L-F+ e L-F-, sugerindo que a terapia
fotodinamica foi eficaz no tratamento da candidose bucal induzida em ratos. Teichert et al. (2002)
também verificaram reducdo da candidose bucal em camundongos imunossuprimidos quando foi
utilizado um diodo laser associado ao fotossensibilizador azul de metileno. Segundo Maisch et a.
(2006), a PDT aém de ser toxica para o fungo, induz a sinalizagdo inflamatdria que ativa as células
competentes do sistema imunoldgico, como macrofagos e neutréfilos, os quais estdo envolvidos no
processo de morte celular de Candida.

Para avaliar os efeitos da PDT sobre os fatores de patogenicidade de C. albicans, as
leveduras recuperadas da cavidade bucal dos ratos foram submetidas aos testes de producdo de
proteinase e fosfolipase. Ao analisar os valores de Pz observou-se que o grupo L+F+ exibiu menor
producéo de proteinase e fosfolipase em relagdo aos demais grupos estudados. Esses dados sugerem
gue a terapia fotodinamica apresentou reducéo na atividade enzimatica de C. albicans. Munin et al.
(2007) verificaram que a PDT inibiu a formagdo de tubo germinativo por C. albicans em estudo
realizado in vitro e sugeriram que essa terapia apresenta eficacia sobre os fatores de patogenicidade
desta espécie.

Os resultados do presente trabalho demonstraram que a PDT foi efetiva no tratamento da
candidose bucal em ratos induzida por C. albicans e apresentou efeitos inibitérios sobre a
capacidade de C. albicans em produzir proteinase e fosfolipase.

6 CONCLUSOES

Concluiu-se gque a terapia fotodinamica foi eficaz no tratamento da candidose do dorso da
lingua induzida por Candida albicans e inibiu a producéo de fosfolipase e proteinase por Candida
albicans.
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