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Freitas LSF. Efeito antimicrobiano de multiplas sessbes de tereapia
fotodindmica sobre biofilmes de Candida spp. formados in vitro [tese]. Sao
José dos Campos (SP): Instituto de Ciéncia e Tecnologia, UNESP - Univ
Estadual Paulista; 2015.

RESUMO

Varios estudos in vitro demonstraram que a terapia fotodindmica (TFD)
apresenta efeitos antimicrobianos sobre as leveduras do género Candida,
podendo representar uma terapia alternativa e coadjuvante no tratamento
da estomatite protética. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o
efeito antifungico de multiplas sessdes de terapia fotodindmica sobre
biofiimes de Candida formados na superficie de resina acrilica. Para
realizacdo desse trabalho, biofiimes monotipicos de C. albicans, C.
tropicalis e C. glabrata foram formados, durante 5 dias, em corpos de
prova confeccionados com resina acrilica termicamente ativada. A seguir,
foram realizadas 5 sessdes de terapia fotodinAmica, em intervalos de 24
horas, sobre os biofiimes previamente formados. Foram avaliadas 2
modalidades de terapia fotodinamica, incluindo aplicagdo de Laser de
Arseneto de Galio e Aluminio associado ao fotossensibilizador azul de
metileno ou terapia com Diodo Emissor de Luz (LED) verde e
fotossensibilizador eritrosina. Os grupos controles foram tratados apenas
com solucéo fisiologica. Apds a realizacdo de cada aplicacdo da terapia
fotodindmica, os biofilmes aderidos aos corpos de prova foram
submetidos a homogeneizacao ultra-sOnica e as células dispersas foram
semeadas em Agar Sabouraud Dextrose (37 °C / 48 h) para contagem de
unidades formadoras de col6nias (UFC/corpo de prova). Os resultados
obtidos foram submetidos a analise de Variancia (ANOVA) e teste de
Tukey considerando-se nivel de significancia de 5%. Para todos os micro-
organismos os resultados da redugdo de UFC (log) foram comparados
aos controles da primeira, segunda, terceira, quarta e quinta aplica¢des
com o Laser e com o LED. Para C. glabrata as redugbes para cada
aplicagao foram respectivamente de 3,22 e 4,83; 1,49 e 2,21; 1,6 e 2.05;



1,53 e 5,09 e 2,75 e 3,03. Para C. albicans foram 0,12 e 0,36; 0,54 e 0,93;
0,15 e 0,06; 0,96 e 0,75 e 0,89 e 1,82. C. tropicalis apresentou as
seguintes redugdes: 0,16 e 0,14; 1,52 ¢ 2,84; 1,86 ¢ 2,1; 1,81 € 2,39 €
0,86 e 1,36. Concluimos que a TFD mediada por Laser e Led foram
efetivas na redugdo de biofimes de Candida. Para todos os micro-
organismos a maior redugdo microbiana foi alcangada com TFD mediada
por Led e eritrosina. Além disso, C. glabrata foi a espécie que apresentou
maior susceptibilidade a FTD.

Palavras-Chave: Candida spp. Estomatite sob prétese. Terapia
fotodinamica. Laser. LED. Fotossensibilizadores.



Freitas LSF. Antimicrobial effect of photodynamic therapy multiple-sessions
on biofilms of Candida spp. formed in vitro [doctorate thesis]. Sdo José dos
Campos (SP): Institute of Science and Technology, UNESP - Univ Estadual
Paulista; 2015.

ABSTRACT

Several in vitro studies have demonstrated the antimicrobial effects of
photodynamic therapy (PDT) against yeast of the genus Candida,
representing an alternative or coadjuvant tool for the treatment of denture
stomatitis. Therefore, the objective of this study was to evaluate the antifungal
effect of multiple PDT sessions on Candida biofilms formed on the surface ol
acrylic resin. For this purpose, monotypic biofilms of C. albicans, C. tropicalis
and C. glabrata were grown for 5 days on test specimens consisting of
thermally activated acrylic resin. Next, the biofilms formed were submitted to
five sessions of PDT at intervals of 24 hours. Two modalities of PDT were
evaluated: a gallium-aluminum-arsenide laser combined with methylene blue
as photosensitizer, and a green light-emitting diode (LED) and erythrosine as
photosensitizer. The control groups were only treated with saline. After each
application of PDT, the biofilms adhered to the test specimens were
submitted to ultrasonic homogenization and the dispersed cells were seeded
onto Sabouraud dextrose agar (37 °C, 48 h) for determination of colony-
forming units (CFU/test specimen). Analysis of variance (ANOVA) and the
Tukey test were used for analysis of the results, adopting a level of
significance of 5%. For all microorganisms, the results of CFU(log) reduction
were compared to controls of the first, second, third, fourth and fifth
application of the laser and LED. For C. glabrata, the reductions in each
application were, respectively, 3.22 and 4.83, 1.49 and 2.21, 1.6 and 2.05.
1.53 and 5.09, and 2.75 and 3.03. Reductions of 0.12 and 0.36, 0.54 ai
0.93, 0.15 and 0.06, 0.96 and 0.75, and 0.89 and 1.82 were observed for
albicans. Candida tropicalis showed the following reductions: 0.16 and 0.14,
1.52 and 2.84, 1.86 and 2.1, 1.81 and 2.39, and 0.86 and 1.36. In conclusion,
laser- and LED-mediated PDT were effective in reducing Candida biofilms.
For all microorganisms tested, the highest microbial reduction was achieved
with PDT mediated by LED and erythrosine. Furthermore, C. glabrata was the
species most susceptible to PDT.

Keywords: Candida spp. Denture stomatitis. Photodynamic Therapy. Laser.
LED. Photosensitizers.



1 INTRODUCAO

Espécies do género Candida fazem parte da microbiota
bucal e podem causar diferentes tipos de candidoses quando fatores
locais ou sistémicos interrompem o equilibrio ecoldgico, tornando o fungo
um patdgeno oportunista (Moreira et al., 2002). Entre os fatores
predisponentes da candidose bucal pode-se citar: uso de antibiéticos de
amplo espectro, imunossupressao, tabagismo, idade avangada, uso de
corticosterdides inalados e presenca de proteses totais ou parciais (Farah
et al., 2010, Williams et al., 2011; Junqueira, 2012). As manifestacdes
clinicas das candidoses bucais sao classificadas em pseudomembranosa,
eritematosa, hiperplasica e lesdes associadas a Candida, incluindo a
estomatite protética, queilite angular e glossite rombdéide mediana (Niimi et
al., 2010; Junqueira, 2012).

Embora, C. albicans continue sendo a espécie mais
isolada da candidose bucal, o numero de infecgcbes causadas por
espécies nao albicans tem aumentado significativamente nas ultimas
décadas. Uma variedade de espécies de Candida tem sido isoladas das
lesdes de candidose bucal, incluindo C. dubliniensis, C. parapsilosis, C.
glabrata, C. krusei e C. tropicalis, entre outras (Silva et al., 2011).

O aumento das espécies de Candida nao albicans nas
lesdes de candidose pode ser atribuido, em parte, aos avancos nos
métodos de diagndstico, como o uso de meios de culturas primarios com
capacidade de diferenciacao entre espécies de Candida e a introducéo de
técnicas moleculares como rotina para o diagndstico. Um numero de
outros fatores tem sido implicados no aumento da prevaléncia das
especies de Candida, incluindo amplo uso de determinadas praticas

meédicas, como a terapia imunossupressiva, uso de antibiéticos de amplo
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espectro e aumento do numero de procedimentos cirurgicos invasivos.
Além disso, o aumento do numero das espécies de Candida na candidose
pode ser um reflexo da selecdo de espécies na presengca de
determinados antifungicos, devido ao alto nivel de resisténcia
demonstrado pelas espécies nao albicans (Silva et al., 2011).

Na cavidade bucal, as leveduras do género Candida
podem se aderir a superficie das mucosas ou a superficies de proteses,
levando a formacdo de biofilmes. Os biofiimes sado definidos como
comunidades microbianas que estdo ligadas a uma superficie solida e
incorporados em uma matriz de material extracelular (Ramage et al.,
2005).

Uma caracteristica determinante do biofime é a
comunicacdo entre células. Esta dindmica da comunicagdo, chamada
guorum sensing, fornece um mecanismo de regulacdo microbiana com a
funcado de modular a presencga da expressao de genes de resisténcia aos
antimicrobianos, facilitar o crescimento de espécies benéficas e impedir o
crescimento de espécies ndo desejadas no biofilme (Thomas, Nakaishi
2006). Desse modo, os micro-organismos presentes no biofilme sao
menos sensiveis aos tratamentos com antimicrobianos (Smith, 2005;
Hancock et al., 2007; Seneviratne et al., 2008; Ten Cate et al., 2009). Ja
foram relatados perfis de resisténcia de biofilme de Candida de 30 a 2000
vezes maiores do que as células planctonicas para os antifungicos
anfotericina B, fluconazol, iatraconazol e cetoconazol (Dunne, 2002).

A formacéao de biofilme pelas espécies de Candida é um
passo importante para o desenvolvimento de candidose, pois a estomatite
protética, que afeta 65% dos individuos edéntulos. Apesar do uso de
agentes antifungicos para o tratamento da estomatite protética, infecgdes
recidivantes sdo frequentemente observadas (Dai et al., 2012). Chandra
et al. (2001) demonstraram que biofilmes de C. albicans formados em
modelos in vitro de polimetiimetacrilato (PMMA) foram altamente

resistentes aos antifungicos usados. Esses autores observaram ainda que
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a resisténcia aos antifungicos estava correlacionada com o tempo de
formacgao do biofilme e estagio de maturagdo do mesmo.

Atualmente, poucos medicamentos antifungicos estado
disponiveis para tratamento das infecgcbes em comparagdo aos
antibioticos. Esse fato pode ser considerado reflexo do reconhecimento
recente da importéncia das infecgdes fungicas nos seres humanos e da
dificuldade envolvida no desenvolvimento de um medicamento com
atividade contra uma célula eucariotica com baixa toxicidade para o
hospedeiro. Os agentes antifungicos séo classificados de acordo com o
seu modo de acdo em: (I) antifungicos poliénicos (nistatina e anfotericina
B) que promovem ruptura da membrana celular do fungo, (1) antifungicos
azois (fluconazol, cetoconazol, clotrimazol e itraconazol) responsaveis
pela inibicdo da sintese do ergosterol da membrana celular, (lll)
antifungicos equinocandinas (caspofungina, micafungina e
anidulafungina) com ac¢ao na parede celular, inibindo a sintese do 3-1,3-
D-glucano, e (IV) 5-fluorocitosina que induzem a sintese incorreta de RNA
e interferem com a replicacédo do DNA (Niimi et al., 2010; Williams et al.,
2011).

O tratamento da candidose bucal é realizado com
antifungicos tépicos, incluindo a nistatina, anfotericina B e clotrimazol, ou
com antifungicos sistémicos como fluconazol, cetoconazol e itraconazol.
O tratamento com nistatina, anfotericina B e clotrimazol resulta apenas em
melhora transitoria da candidose, sendo muito comum a ocorréncia de
recidivas, principalmente em casos de imunodeficiéncia. Melhores
resultados sédo obtidos com antifungicos sistémicos como fluconazol.
Entretanto, o uso desses medicamentos provoca efeitos colaterais e
desenvolve resisténcia microbiana (Wilson et al., 1993; Donelly et al.,
2007; Farah et al., 2010; Niimi et al., 2010). Alguns autores, frente ao
aumento da resisténcia aos antifungicos convencionais vém buscando
alternativas para tratamento das lesbes de candidose, como a terapia

fotodinamica.



23

Terapia fotodinamica € um tratamento complementar
aplicado em neoplasias de diversas naturezas, malignas ou n&o, sendo
aprovada a partir de meados da década de setenta em muitos paises
desenvolvidos, como Estados Unidos e Japao (Donnely et al., 2007;
Nowis et al., 2005; Jori et al., 2006). Trata-se de uma terapia localizada,
indolor e que ndo causa injuria aos tecidos do individuo. Essa terapia
consiste na aplicagado de um fotossensibilizador e uma fonte de luz, como
laser de baixa intensidade ou Diodo Emissor de Luz (LED). Quando o
fotossensibilizador ¢é irradiado com comprimento de onda adequado
ocorrem reacdes intracelulares citotoxicas induzindo a morte celular
(Navarro et al., 2005).

Varios estudos realizados in vitro demonstraram que a
PDT foi efetiva para reducao das leveduras do género Candida tanto para
as ceélulas em crescimento plancténico como organizadas em biofilme,
empregando diferentes fotossensibilizadores como os fenotiazinicos (azul
de metileno e azul de toluidina), porfirinas, verde de malaquita e
fitalocianinas, sendo que os fenotiazinicos e as porfirinas foram os mais
extensivamente estudados (Wilson, Mia, 1993; Wainwright, Crossley,
2004; Souza et al., 2006,2010; Chabrier-Rosello et al., 2008; Pereira et
al., 2011 Junqueira et al., 2010).

Os efeitos da terapia fotodindmica também foram
avaliados em estudos in vivo, utilizando modelos de candidose bucal em
animais experimentais (Junqueira et al., 2009; Martins et al.,, 2011) e
camundongos imunossuprimidos (Teichert et al., 2002; Mima et al., 2010;
Costa et al., 2012). Esses estudos demonstraram que a terapia
fotodindmica apresentou efeito fungicida sobre C. albicans na candidose
induzida em animais, sugerindo que a terapia fotodindmica pode ser
utilizada para tratar candidose bucal.

Mima et al. (2012) realizaram um estudo clinico para
avaliar os efeitos da terapia fotodindmica sobre Candida spp. na

estomatite protética. Foram estudados 40 pacientes com estomatite
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protética divididos em dois grupos. No Grupo | os pacientes receberam
tratamento convencional com Nystatina por 15 dias. No Grupo Il os
pacientes receberam aplicagées de terapia fotodindmica no palato e na
base da protese, 3 vezes por semana, durante 15 dias, totalizando 6
sessbes de PDT. No dia 0 (baseline), 15, 30, 60 e 90 foram feitas
observacoes clinicas e coletas de amostras do palato e da protese para a
contagem de UFC/mL de Candida. Os resultados demonstraram que no
final do tratamento (dia 15), tanto a terapia fotodindmica como o
tratamento convencional reduziram significativamente o numero de
Candida do palato e da prétese. Entretanto, apés 30 dias, o numero de
UFC/mL passou a aumentar significativamente. O sucesso clinico foi
alcangado em 53% dos pacientes tratados com Nystatina e 45% dos
pacientes tratados com terapia fotodinamica. Os autores sugeriram que
para aumentar a taxa de sucesso clinico sdo necessarios estudos para
avaliar o numero de sessbes de PDT, tempo de tratamento, tipos de
fotossensibilizadores e parametros de irradiagao das fontes de luz.

Diante do exposto, pode-se observar que em estudos de
modelos de biofilmes in vitro, em modelos de candiose experimental em
animais e em estudos clinicos, a terapia fotodinamica levou a uma
reducdo do biofiime de Candida, mas ndo causou erradicacao completa
dos micro-organismos. Segundo Schneider et al. (2012), durante a
aplicagao da terapia fotodindmica, a fotossensibilizacdo letal para os
micro-organismos ocorre apenas nas camadas superficiais do biofilme
microbiano. Por meio de microscopia confocal, esses autores verificaram
que a terapia fotodinamica reduziu o niumero de células de S. mutans que
estavam na superficie do biofilme, sendo capaz de atingir apenas 10 ym
da profundidade do biofilme formado em modelo artificial. Desse modo,
torna-se necessario o desenvolvimento de estudos para alcangar uma
melhor agao da terapia fotodinamica nos biofilmes formados por leveduras

do género Candida. Assim, o objetivo desse trabalho foi acompanhar a
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acao antifungica de multiplas sessbes de terapia fotodinamica sobre

biofilmes de Candida formados in vitro.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Candida spp.

Leveduras do género Candida sdo habituais na cavidade
bucal humana e podem causar doenca na presenca de fatores
predisponentes. Candida albicans n&o esta distribuida uniformemente na
boca; o dorso da lingua parece ser o reservatério primario do fungo, a
partir do qual o restante da mucosa, superficie dos dentes, biofilme
dentario e saliva tornam-se colonizados secundariamente (Jorge, 2006). A
aderéncia as células hospedeiras, formagdo de hifas e secregdao de
enzimas, como proteinases e fosfolipases sao alguns fatores de viruléncia
de C. albicans (Jackson et al., 2007).

Normalmente, os micro-organismos do género Candida
sao comensais da cavidade bucal, estando presentes em 25 a 75% dos
individuos aparentemente saudaveis. Mas, podem transformar-se na
forma parasitaria e causar diferentes tipos de candidoses bucais quando
fatores locais ou sistémicos interrompem o equilibrio ecologico (Golecka
et al., 2006; Jorge et al., 1997; Moreira et al., 2002).

No corpo humano residem inumeros micro-organismos
que sao capazes de modular a transicao entre a saude e doenga. Quando
as condi¢des do hospedeiro favorecem o crescimento de patégenos, as
espécies oportunistas podem se tornar dominantes e causar doencgas. A

cavidade bucal representa um meio complexo onde muitas espécies de
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bactérias e fungos podem interagir e competir para formar biofilmes multi-
especies sobre a mucosa e superficies dos dentes. As leveduras do
género Candida frequentemente se associam com espécies de bactérias
orais comensais para causar ou aumentar a infecgdo nas mucosas do
dorso da lingua e do palato (Scherma et al., 2004; Junqueira et al., 2009;
Falsetta, Koo, 2014).

Candida é o patdégeno fungico mais comum nos seres
humanos em todo o mundo e tornou-se um grande problema clinico
devido ao crescente numero de pacientes imunocomprometidos, que sao
mais susceptiveis a infecgdo. Além disso, 0 numero de antifungicos
disponiveis para tratamento da candidose é limitado e o surgimento de
cepas de Candida resistentes aos antifungicos é crescente (Wong et al.,
2014).

C. albicans é a espécie mais patogénica e mais
frequentemente isolada das lesbes de candidose bucal, bem como da
candidose vulvovaginal, cutédnea e sistémica (Li et al., 2007; Fallahi et al.,
2013; Silk, 2014). C. albicans corresponde de 50 a 80% dos isolados de
Candida da cavidade bucal, estando sozinha ou associada com outras
espécies de Candida (Coronado-Castellote, Jiménez-Soriano, 2013). O
numero de espécies ndo albicans isoladas das lesdes de candidose tem
aumentado significativamente, principalmente devido ao aprimoramento
das técnicas para a identificacdo das espécies de Candida, que permitem
uma maior precisao e rapidez nesta identificagao (Moreira et al., 2002).

Martins et al. (2002) observaram em seu estudo que
leveduras do género Candida foram isoladas do enxaglie bucal de 28
(31,82%) pacientes com periodontite. Candida albicans foi a espécie mais
frequente nos isolamentos (83,34%), seguindo-se C. glabrata (10%) e C.
tropicalis (6,66%). Da bolsa periodontal, foram isoladas leveduras do
género Candida em 7,96% dos pacientes (n = 7), sendo que 85,72% das
amostras foram identificadas como C. albicans e 14,28% como C.

glabrata. Dos individuos examinados, 22 (25%) apresentaram leveduras
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do género Candida somente na cavidade bucal, 1 (1,13%) somente na
bolsa periodontal e 6 (6,82%) apresentaram tanto na cavidade bucal
quanto na bolsa periodontal.

No estudo de Guinea et al. (2013), um total de 781
amostras de 767 pacientes com fungemia (14 deles com fungemia mista)
foram coletadas em 29 hospitais na Espanha. As espécies mais
frequentemente encontradas foram C. albicans (44,6%), C. parapsilosis
(24,5%), C. glabrata (13,2%), C. tropicalis (7,6%), C. krusei (1,9%), C.
guilliermondii (1,7%) e C. lusitaniae (1,3%). Outras espécies de Candida e
nao-Candida representaram cerca de 5% dos isolados.

Embora Candida tropicalis tenha se tornado cada vez
mais importante como agente patogénico humano, pouco se sabe sobre
seu potencial para causar doengas (Moralez et al., 2013). C. tropicalis é
um dos fungos patogénicos emergentes associado com altas taxas de
mortalidade (40 a 70%). Como C. albicans e C. dubliniensis, C. tropicalis
sdo capazes de formar tubos germinativos, pseudo-hifas e hifas, mas os
genes envolvidos no crescimento de hifas e viruléncia ainda ndo estéo
esclarecidos em C. tropicalis. Recentemente, isolados de C. tropicalis
resistentes aos antifungicos azois foram identificados de varios pacientes
ao redor do mundo, tornando o tratamento mais dificil (Chen et al., 2014).

Candida glabrata possui susceptibilidade intrinseca
reduzida ao fluconazol e esta sendo cada vez mais isolada das lesdes de
candidose, principalmente, entre os adultos e a populagdo de idosos no
hemisfério Norte, onde ela pode ser responsavel por transmitir até 30% de
infeccbes do sangue em programas de vigilancia de base populacional.
Segundo Arendrup et al. (2014), 20-30% dos casos de candidemia hoje
envolvem espécies com resisténcia intrinseca ao fluconazol ou
equinocandinas.

Sajith et al. (2014) analisaram pacientes hospitalizados,
identificando C. albicans em 64 (97,4%) dos pacientes e C. glabrata em

apenas um paciente. A resisténcia ao fluconazol foi vista em 38 (59,4%)
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pacientes com C. albicans e também no paciente com C. glabrata. Todos
os isolados de C. albicans resistentes ao fluconazol tiveram MIC > 128
pMg/mL, sugerindo uma resisténcia muita elevada. Candida glabrata
também apresentou resisténcia a esse medicamento.

Devido a alteragcdo epidemiolégica na distribuicdo de
espécies de Candida, bem como crescente tendéncia de resisténcia
adquirida desses fungos aos antimicrobianos, torna-se necessario o
estudo de terapias antifungicas efetivas para as espécies de Candida
(Fallahi et al., 2013; Coronado-Castellote, Jiménez-Soriano, 2013). Além
disso, a candidose esta associada com a formagao de biofilmes, que sao
comunidades microbianas estruturadas em varias camadas e dificultam a
penetracdo dos agentes antimicrobianos, prejudicando assim a

efetividade do agente antifungico (Bhattacharyya et al., 2013).

2.2 Estomatite Protética

A estomatite protética consiste em uma lesao eritematosa
que pode ser observada no palato sob uma protese, que tem causa
multifatorial, sendo a candidose o fator mais importante no seu
surgimento. Os pacientes mais suscetiveis a estomatite protética
associada a candidose sao idosos, devido as alteragdes imunoldgicas,
doencas sistémicas subclinicas, uso de agentes farmacoldgicos,
deficiéncias nutricionais e exposicao a doengas oportunistas. A estomatite
protética, geralmente, ndo é uma condicdo que traz danos seérios ao
paciente, entretanto, a mucosa inflamada pode tornar-se incomoda para o
suporte para protese, podendo dificultar sua utilizagdo. Trata-se de uma

lesdo bucal extremamente frequente, sendo de fundamental importancia o
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diagndstico e tratamento adequados para a melhoria da qualidade de vida
do paciente (Scalercio et al., 2007).

Infecgbes associadas a protese sao consideradas como
fonte de complicagdes médicas na populagao idosa, portanto a higiene da
protese € uma questdo de importancia consideravel para usuarios de
prétese total (Takahashi et al., 2014). Interagdes entre micro-organismos
comensais e superficies orais revestidas de saliva sdo eventos iniciais na
colonizacdo microbiana da cavidade bucal, que podem resultar em
doencgas orais, como a estomatite protética (Holmes et al., 2014). A
estomatite protética € a doenga oral mais comum entre os usuarios de
protese total, afetando mais de um tergco deste grupo. A estomatite
protética esta geralmente associada com leveduras do género Candida
(Bencharit et al., 2012).

Candida albicans € um dos principais micro-organismos
relacionados a etiologia da estomatite por prétese. A presenga da protese
com base em resina acrilica possibilita o crescimento de leveduras tanto
na protese como na mucosa (Andrade et al., 2008). Devido a etiologia da
doenca ser multifatorial, modificacbes das atitudes, juntamente com
tratamento, é necessario para a total eliminagdo de Candida (Skupien et
al., 2013).

A estomatite protética foi classificada em Newton tipo |,
uma inflamagao simples local, que se manifesta em uma area discreta de
inflamacao no palato; Newton tipo Il é o eritema generalizado envolvendo
toda a area coberta pela protese; e Newton tipo Ill representada por
hiperplasia papilar do palato (Newton*, 1962 citado por Hadjieva et al.,
2006).

Os fungos sao as principais causas de infeccbes entre
pacientes imunocomprometidos ou hospitalizados com doencgas
subjacentes graves. Espécies de Candida permanecem a mais importante
causa de infecgdes oportunistas em todo o mundo, afetando

principalmente pacientes com mais de 65 anos de idade (Flevari et al.,

*Newton AV. Denture soremouth. A possible etiology. B Dent J. 1962;112:357-60. apud
Hadjieva H, Dimova M, Todorov S. Stomatitis prosthetica-A polyetiologic disorder. J
IMAB. 2006;12(2);38-41.
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2013). Lesbes de cavidade bucal ocorrem principalmente em pacientes
idosos provenientes do uso de préteses, devido a perda dos dentes. A
prevaléncia de lesdes causadas por protese € alta, quando comparadas
as demais lesdes dos tecidos moles, principalmente a estomatite
protética. Além disso, verificou-se que estas lesbes acometem mais
mulheres e a faixa etaria entre 30 e 49 anos de idade. E necessario que
apods a instalagao de proteses, os cirurgides-dentistas se conscientizem
da necessidade de acompanhamento dos seus pacientes com a
finalidade de diagnosticar lesdes precocemente (Maciel et al., 2008).
Fatores funcionais e qualitativos das proteses estudados representaram
uma tendéncia para a ocorréncia da estomatite protética.

Esses mesmos fatores, avaliados isoladamente, ndo podem
ser responsaveis pelas alteragdes da mucosa de suporte. Entre os fatores
associados a estomatite protética, pode-se destacar a dimensao vertical
de oclusao, estabilidade dinamica e estatica da protese, além de aspectos
qualitativos relacionados as condicbes encontradas no desdentado
(Oliveira et al., 2000).

No estudo de Sakki et al. (1997), 780 individuos de 55
anos de idade, de Oulu, na Finlandia, foram examinados clinicamente,
verificando-se que 452 deles usavam préotese total. Nesse estudo
observou-se que a prevaléncia de estomatite protética foi maior entre os
individuos com um estilo de vida pouco saudavel, individuos com maiores
contagens de Lactobacilos e individuos com ma higiene oral. A taxa de
secrecao salivar e tabagismo também estavam associados com a
presenca de leveduras. Assim, os autores concluiram que a presencga de
fatores comportamentais que refletem no estilo de vida pode ser muito
importantes no desenvolvimento da estomatite protética.

Baena-Moroy et al. (2005) coletaram saliva de 105
pacientes (62 do sexo feminino e 43 masculino) que usavam prétese

dentaria. Estomatite protética foi relatada em 50 pacientes. A presenca de
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C. albicans na mucosa e protese foi de 51,4%. Candida albicans foi
isolada em 66,7% a partir das proteses.

Atualmente, na pratica odontologica € comum
observarmos lesdes orais decorrentes de uso de proéteses iatrogénicas e
até mesmo de uma orientagdo inadequada do paciente pelo cirurgido
dentista quanto ao uso e higienizagdo dessas préteses. Observa-se que
as lesbes mais citadas pelos autores como as estomatites, ulceras
traumaticas e as hiperplasias, poderiam ser evitadas se apoés a instalagao
da prétese o profissional realizasse um ajuste adequado, orientasse o
paciente quanto as técnicas de higienizacdo e o0 acompanhasse,

realizando controles periédicos (Goiato et al., 2005).

2.3 Biofilme de Candida

A boca fornece um ambiente que suporta uma populagao
microbiana grande e variada. Os dentes sdo mineralizados, isso permite o
acumulo de massas de micro-organismos e seus produtos, que formam o
biofiilme (Tortora et al., 2008). Biofilme consiste de uma ou mais
comunidades de micro-organismos embebidos em uma matriz ou
glicocalice, que recobrem uma superficie solida. A carie dentaria e a
doenca periodontal sdo as principais enfermidades da cavidade bucal
influenciadas pela atividade patolégica do biofilme dentario (Jorge et al.,
2012).

A formagédo de biofiilme €& um processo multicelular
complexo composto de adesio celular, crescimento celular, alteragao
morfogénica entre a forma de levedura e estados filamentosos e quorum

sensing (Li et al.,, 2007). A medicina moderna esta voltada para a
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formagcdo de biofilmes relacionados a infecgbes. Biofiimes s&o
inerentemente tolerantes as defesas do hospedeiro e terapias antibidticas.
Além disso, os biofilmes podem facilitar a disseminagao da resisténcia aos
antimicrobianos através da transferéncia de genes entre micro-
organismos (Fux et al., 2005; Johnson, 2008).

A adesao € um passo necessario para a formacao de
biofilme fungico (Takahashi et al., 2014). A capacidade de formacgéo de
biofiimes em superficies no hospedeiro ou em dispositivos médicos
implantados aumenta a viruléncia de C. albicans conduzindo a resisténcia
microbiana e proporcionando um reservatério para a infecgao.
Crescimento microbiano associado a dispositivos, incluindo biofilmes de
Candida, representa mais da metade de todas as infecgbes microbianas
humanas, este tipo de infecgcdo geralmente leva a altas taxas de
mortalidade, aumento dos custos com cuidados na saude e terapia
antimicrobiana prolongada (Ricicova et al., 2010). A retencdo de C.
albicans em biofilmes associados com as superficies dos dentes pode
também representar um reservatorio de fungos que podem mais tarde
colonizar outro local ou até mesmo causar complicacbes sistémicas
(Falsetta, Koo, 2014). A organizacdo do biofilme na cavidade oral
promove resisténcia adicional aos agentes antimicrobianos (Vilela et al.,
2012).

Segundo Ramage et al. (2005), Candida albicans pode
formar biofilmes com relativa facilidade. No entanto, a avaliagao
macroscopica e microscopica destes biofilmes por diferentes técnicas
revelou um nivel de complexidade em sua estrutura. O biofilme de C.
albicans forma-se em diferentes tipos de biomateriais e mostra
propriedades e caracteristicas arquitetdnicas semelhantes. Essas
comunidades de células sdao metabolicamente ativas e encaixadas em
uma substancia polimérica. Além disso, resistem as ag¢des de agentes
antifungicos em concentragdes que iria mata-los quando em crescimento

planctdénico.
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A capacidade de formar biofiimes esta intimamente
associada com a capacidade de causar infeccdo, e como tal, deve ser
considerado um fator de viruléncia importante durante a candidose. O
biofilme resulta em resisténcia a medicamentos antifungicos e protegao
das defesas do hospedeiro, sendo que ambos carregam importantes
repercussodes clinicas. Microscopio Eletronico de Varredura e Microscopio
Confocal de Varredura a Laser foram usados para visualizar biofilmes de
C. albicans. Biofilme maduro de C. albicans consistia de uma densa rede
de células de leveduras e hifas incorporadas dentro de material
exopolimérico. Esses biofilmes também exibiam uma estrutura
tridimensional que demonstrou heterogeneidade espacial e uma
arquitetura tipica mostrando microcolénias com ramificagbes e canais de
agua. Testes de susceptibilidade antifungica demonstraram o aumento da
resisténcia das células sésseis de C. albicans ao fluconazol e anfotericina
B quando comparados com suas contrapartes planctonicas (Ramage,
2005; Prazynska, Gospodarek, 2014).

Crescimento de biofilmes de Candida albicans e producao
de matriz extracelular foram monitoradas por peso seco, ensaios
colorimétricos e radioisétopos, e por Microscopia Eletronica de Varredura.
Sob condi¢des de incubagao estatica a sintese de material de matriz foi
minima, mas aumentou significantemente quando os biofiimes em
desenvolvimento foram submetidos a um fluxo de liquido com o resultado
de que as células foram envoltas em polimero extracelular. Isso sugere
que a producao de material de matriz pode contribuir para a resisténcia
das células do biofilme com agentes antifungicos (Hawser et al., 1998).

No estudo de Al-Fattani e Douglas (2006), material de
matriz foi extraido a partir de biofilmes de Candida albicans e Candida
tropicalis e analisados quimicamente. Ambos continham hidrato de
carbono, proteina, hexosaminas, fésforo e acido urdnico. No entanto, o
principal componente da matriz em C. albicans era a glicose (32%), ao

passo que em C. tropicalis a matriz foi hexosamina (27%). Para investigar
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um possivel papel para a matriz na resisténcia do biofilme a antifungicos,
biofilmes de C. albicans foram cultivados sob condigcdes de fluxo continuo
em um dispositivo modificado de Robbins (MRD). Estes biofilmes
produziram mais material de matriz que biofilmes cultivados
estaticamente, e eram significativamente mais resistentes a anfotericina
B. Os biofimes de C. tropicalis sintetizaram grandes quantidades de
material de matriz, mesmo quando cultivados estaticamente, e tais
biofilmes foram completamente resistentes tanto a anfotericina B como ao
fluconazol.

Biofilme presente em préteses podem ser controlados por
meétodos mecanicos, quimicos e sanitizagdo mecanica-quimica. Varios
métodos estdo disponiveis para desinfeccdo de proteses dentarias. As
solugcbes quimicas, tais como hipoclorito de sbdio, iodo, alcool e
clorexidina sao frequentemente utilizados para fins de desinfecgdo. No
entanto, existem varias desvantagens na utilizagcdo de tais agentes
quimicos para desinfecgao da protese (Dantas et al., 2014).

Durante os ultimos anos, a estrutura de biofiimes de
diversos ambientes foi avaliada e documentada através da utilizagcdo de
uma ampla variedade de técnicas microscopicas, fisico-quimica e de
biologia molecular, revelando uma estrutura geralmente complexa.
Paralelamente a estas investigacbes, mais modelos matematicos
complexos e simulagdes foram desenvolvidos para explicar o
desenvolvimento de estruturas e interagdes de biofilmes (Wimpenny et al.,
2000).
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2.4 Terapia Fotodinamica

O aparecimento de resisténcia antifungica dos fungos
patogénicos promove esfor¢os para achar um antimicrobiano alternativo
para o qual esses micro-organismos nao possam facilmente desenvolver
resisténcia. Entdo, o desenvolvimento de modalidades terapéuticas
alternativas esta sendo realizado, como a terapia fotodinamica (Moreira et
al., 2002).

A terapia fotodindmica baseia-se no principio de que uma
substancia (o fotossensibilizador) se liga a célula-alvo e pode ser ativado
por luz de um comprimento de onda adequado. Durante este processo,
sdo formados radicais livres, que em seguida, produzem um efeito que é
toxico para a célula (Malik et al., 2010).

O uso prolongado de antibiéticos aumenta a probabilidade
de aquisicdo de resisténcia e a alta incidéncia de infecgbes
polimicrobianas (Haidaris et al., 2013). A Terapia Fotodindmica emergiu
como uma modalidade terapéutica nao invasiva para o tratamento de
varias infecgbes causadas por bactérias, fungos e virus (Jori et al., 2006).
A Terapia Fotodindmica representa uma alternativa efetiva de tratamento
para infecgdes microbianas localizadas, como também em Uulceras
cronicas e infecgdes orais (Wainwright et al., 2004). O uso da TFD propde
também diminuir a freqiéncia de recorréncia ou propagacao da infecgao,
resultando em uma internagao hospitalar reduzida e um curso mais curto
da antibioticoterapia pds-tratamento, reduzindo assim a pressao seletiva
para a resisténcia a antibioticos (Haidaris et al., 2013).

A terapia fotodinamica € uma reag¢ao quimica ativada por
luz e corantes fotossensiveis, usada para destruicao seletiva de um tecido
e requer um agente fotossensibilizante no tecido-alvo, uma fonte de luz e

oxigénio. (Issa, Manela-Azulay, 2010; Perussi, 2007). Estdo disponiveis,
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no momento, o acido 5-aminolevulinico para tratamento de queratoses
actinicas e o metilaminolevulinato, aprovado para tratamento de
queratoses actinicas, carcinoma basocelular e doenca de Bowen. As
fontes de luz utilizadas para a terapia fotodinAmica devem emitir
comprimentos de onda no espectro de absorgdo do fotossensibilizante
escolhido. As lampadas LED (light emitting diode) sao indicadas para a
terapia fotodindmica tépica no tratamento do céncer de pele nao
melanoma. A terapia fotodindmica deve ser considerada, em particular,
para pacientes que apresentam lesdes superficiais, multiplas,
disseminadas e para pacientes imunossuprimidos. Terapia fotodinamica
tem sido indicada no tratamento do fotoenvelhecimento, acne,
hidrosadenite, esclerodermia, psoriase, verrugas, leishmaniose, entre
outras (Issa, Manela-Azulay, 2010).

A PDT (do inglés Photodynamic Therapy) além de ser
aplicada em neoplasias de pele, pulmao, bexiga, entre outras, também é
aplicada em micro-organismos patogénicos como bactérias, virus e
leveduras (Perussi et al., 2007). Infecgbes localizadas de origem
microbiana podem ser tratadas pela PDT como tratamento complementar
aos antimicrobianos ou como tratamento alternativo a esses farmacos
(Caminos et al., 2006; Wilson et al., 1993).

A terapia fotodindmica envolve duas fases. Na primeira
fase, um fotossensibilizador sensivel a luz é aplicado. A segunda etapa
envolve a luz diretamente sobre a area tratada. Quando a luz é
combinada com o fotossensibilizador, reagdes fototdxicas sdo induzidas e
destroem células bacterianas. Mais de 400 compostos sdo conhecidos
com propriedades fotossensibilizantes incluindo corantes, medicamentos,
cosmeéticos, produtos quimicos e muitas substancias naturais (Malik et al.,
2010).

Terapia fotodinamica antimicrobiana € uma alternativa
emergente para tratar infeccbes com base na utilizacdo de

fotossensibilizadores e luz visivel (Paz-Cristobal et al., 2014). Micro-
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organismos, tais como bactérias, fungos, leveduras e virus (incluindo
HIV), também podem ser inativados por luz visivel, apds o tratamento
apropriado com um fotossensibilizador. Assim, a TFD torna-se um
tratamento de baixo custo alternativo para infecgbes localizadas, lesdes
virais, acnes, e lesdes fungicas. Além disso, a inativagdo fotodindmica
pode ser utilizada para a desinfecgdo de sangue e seus subprodutos para
utilizagdo clinica, no tratamento de agua potavel, bem como na
desintoxicagao antimicrobiana de alimentos (Perussi, 2007).

Varios trabalhos sobre Terapia Fotodinamica vém sendo
realizados no intuito de avaliar seus efeitos benéficos em tratamentos
clinicos. Esta terapia € proposta como um potencial redutor de micro-
organismos orais. Ainda nao existe um protocolo definido quanto ao
numero de sessdes ou quanto ao intervalo entre elas na quimioprevencao
em individuos sadios e em pacientes imunossuprimidos (Issa, Manela-
Azulay, 2010).

A terapia fotodindmica nao induz resisténcia bacteriana e
apresenta minimos efeitos colaterais e sistémicos, sendo capaz de
aumentar o conforto do paciente reduzindo a necessidade de retalhos, o
tempo de tratamento e o risco de bacteriemias (Balata et al., 2010). Em
alguns paises, em virtude dos estimulos concedidos a pesquisa neste
campo, diversos procedimentos clinicos tém sido estabelecidos, sendo
que alguns deles ja vém tendo o seu emprego (Machado, 2000).

A terapia fotodinamica é eficaz contra varias classes de
micro-organismos, incluindo aqueles que exibem resisténcia aos
antimicrobianos, e pode servir como um adjuvante util para o padréao de
atendimento reduzindo a carga microbiana. (Haidaris et al., 2013). A TFD
€ eficaz na eliminacédo de C. albicans independentemente do seu padrao
de resisténcia antimicrobiana (Paz-Cristobal et al., 2014).

A terapia fotodindmica ndo deve substituir os
procedimentos dos tratamentos convencionais, mas deve ser aprimorada

e ser coadjuvante ao tratamento convencional, ja que o laser de baixa
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intensidade € seguro, de facil manipulagdo e aceitacdo pelo paciente,
além de promover atividade antimicrobiana quando associado a um
corante fotossensibilizador (Alfenas et al.,, 2011). Por ser um método
benéfico e complementar as medidas convencionais, pesquisas na
odontologia estdo sendo desenvolvidas para tratamento da doenga
periodontal devido a resisténcia microbiana (Malik et al., 2010).

Kato et al., 2013 avaliaram os efeitos da inativagao
fotodindmica antimicrobiana (TFD) sobre o0s mecanismos de
patogenicidade de C. albicans, e verificaram se tais alteracbes poderiam
ser mantidas nas células filhas. C. albicans foi exposta a inativagao
fotodindmica antimicrobiana sub-letal usando azul de metileno como um
fotossensibilizador combinado a um laser de GaAlAs. In vitro, avaliou-se
os efeitos da TFD sobre o crescimento de C. albicans, formacgao de tubo
germinativo, sensibilidade ao estresse oxidativo e osmotico, integridade
da parede celular e susceptibilidade ao fluconazol. In vivo, foi avaliado a
patogenicidade de C. albicans em modelo de camundongo com infecgao
sistémica. A sobrevivéncia dos animais foi avaliada diariamente. A TFD
mediada por azul de metileno reduziu a taxa de crescimento e a
capacidade de C. albicans para formar tubos germinativos, em
comparagao com ceélulas ndo tratadas. A sobrevivéncia dos camundongos
sistemicamente infectados com C. albicans pré-tratados com TFD foi
significativamente maior em comparagdo com camundongos infectados
com a levedura e nado tratados. A TFD aumentou na C. albicans a
sensibilidade ao sulfato de soédio, cafeina e peréxido de hidrogénio. A CIM
para fluconazol de C. albicans também foi reduzida apos aplicagdes sub-
letais de TFD mediada por azul de metileno. No entanto, nenhuma dessas
caracteristicas de patogenicidade foi alterada em células filhas de C.
albicans submetidos a TFD. Estes dados sugerem que a TFD pode inibir
fatores de viruléncia e reduzir in vivo a patogenicidade de C. albicans. A
auséncia de alteragcdes em células filhas indica que efeitos de IFDA sao

transitorios. A reducdo de valores de CIM para fluconazol seguidos a
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IFDA sugere que este antifungico pode ser combinado com inativagao
fotodinamica antimicrobiana para tratar infec¢des de C. albicans

Dovigo et al. (2013) avaliaram a inativacao fotodinamica
de 15 isolados clinicos de Candida albicans, Candida glabrata e Candida
tropicalis. Cada isolado foi exposto a inativacao fotodindmica em forma
plancténica e em biofilme. Independentemente da espécie, a inativagéo
fotodindmica promoveu uma reducgdo significativa da viabilidade das
leveduras plancténicas. A maior redugcdo na viabilidade celular dos
biofilmes foi equivalente a 0,9 logq para C. albicans, enquanto 1,4 e 1,5
logio redugdes foram obtidas para C. tropicalis e C. glabrata,
respectivamente. A inativagao fotodindmica reduziu a atividade metabdlica
de biofilmes em 62,1, 76,0 e 76,9% para C. albicans, C. tropicalis e C.
glabrata, respectivamente. No estudo de Costa et al. (2011) observou-se
que C. albicans e C. dubliniensis foram susceptiveis a Eritrosina e LED,
mas biofilmes de ambas espécies de Candida foram mais resistentes do
que seu crescimento plancténico.

A terapia fotodindmica se mostra como uma relevante e
ascendente proposta de alternativa terapéutica para o tratamento
odontolégico, em especial no que se refere a sua atividade
antimicrobiana, devido ao seu baixo custo, facil empregabilidade e boa
efetividade (Carneiro, Catao, 2012). TFD € uma ferramenta interessante
para combater doencas infecciosas e para conter um maior
desenvolvimento da resisténcia aos antibiéticos e antifungicos (Dosselli et
al., 2014).

Diante do exposto, verifica-se que um dos fatores de
viruléncia mais importante para o desenvolvimento da candidose bucal ¢ a
capacidade das espécies do género Candida em formar biofilmes sobre a
superficie das mucosas ou proteses dentarias. Varios estudos in vitro
demonstraram que leveduras de Candida organizadas em biofilmes sao
mais resistentes a terapia fotodinamica do que leveduras em crescimento

planctbnico. Portanto, estudos que avaliem o impacto da terapia
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fotodinamica na desestabilizacdo dos biofimes de Candida sao
necessarios para auxiliar na implantacdo de protocolos clinicos de
tratamento para as infecgbes causadas pelas diferentes espécies de

Candida, como a estomatite protética.



3 OBJETIVOS

Os objetivos desse trabalho foram:

a)

Avaliar os efeitos antimicrobianos de multiplas
sessdes de terapia fotodinamica sobre biofiimes
monotipicos de C. albicans, C. tropicalis e C.
glabrata formados in vitro sobre corpos de prova

de resina acrilica termicamente ativada;

Comparar a acgao antimicrobiana da terapia
fotodindmica mediada por Laser e Azul de
Metileno com a terapia realizada por LED e

eritrosina apos multiplas sessdes.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Micro-organismos e grupos experimentais

Os micro-organismos utilizados neste trabalho foram C.
albicans (ATCC 18804), C. tropicalis (ATCC 13803) e C. glabrata (ATCC
9030). Cada cepa de Candida foi submetida a 120 ensaios experimentais,

totalizando 360 ensaios experimentais (Quadro 1).

Quadro 1 - Numero de ensaios experimentais realizados para cada
espécie de Candida

Tempo (dias)
Tratamentos Analises Total de
experimentais do 1 2 3 4 5 ensaios
Biofilme
Laser e Azul de UFC 8 8 8 8 8 40
Metileno
LED e UFC 8 8 8 8 8 40
Eritrosina
Controle UFC 8 8 8 8 8 40
Sol. fisioldgica
Total 120
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4.2 Preparo da Suspensé&o Padronizada de Candida

A partir de cada espécie de Candida, foram preparadas
suspensdes padronizadas de micro-organismos contendo 10" células/mL.
Inicialmente, as cepas foram semeadas em agar Sabouraud dextrose
(Difco, Detroit, EUA) e incubadas a 37 °C por 24 h. Ap6s esse periodo,
esses micro-organismos foram cultivados em caldo Sabouraud e
incubados a 37 °C por 16 h. O crescimento de cada micro-organismo foi
centrifugado a 1300 Xg durante 10 min, desprezando-se o sobrenadante
e o sedimento foi suspenso em 10 mL de solucgéo fisioldgica esterilizada
(NaCl a 0,85%).

A contagem do numero de células foi realizada por meio
de espectrofotometro (AJX-1900, Micronal, Sdo Paulo, Brasil) utilizando

comprimento de onda de 530 nm (Figura 1).

220 V|

Figura 1- Espectrofotdmetro AJX-1900, Micronal, Sdo Paulo, Brasil utilizado para
a padronizagao das suspensdes dos micro-organismos.
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4.3 Fotosensibilizadores

Foram utilizados os fotossensibilizadores azul de metileno
(Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil) na aplicagdo do laser e eritrosina
(Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil) na aplicagdo do LED. A solugéo de
cada corante foi preparada pela dissolugdo do pé em solugao fisiologica
de NaCl (0,85%) na concentragao de 300 uM do azul de metileno (Souza
RC et al.,, 2010) e 400 pyM da eritrosina (Costa et al., 2011). Como
observado na figura 2, a esterilizagdo dessas solugdes foi feita por
filtracdo em membrana com poros de didmetro de 0,22 ym (MFS, Dublin,
EUA).

Figura 2 - A) Filtragdo do azul de metileno em membrana com poros de 0,22 ym;
B) Filtragao da eritrosina com poros de 0,22 pm.
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4.4 Fonte de Luz

Para fotossensibilizacdo dos corantes foi utilizado um
laser de Arseneto de Galio e Aluminio (Easy Laser, Clean Line, Taubaté,
Brasil) com comprimento de onda de 660 nm (vermelho visivel), mostrado
na figura 3 e o Diodo Emissor de Luz (LED) de cor verde (MMOptics, Sao
Carlos, Sao Paulo, Brasil) com comprimento de onda de 532 nm,
mostrado na figura 4 correspondentes a faixa de comprimento de alta
absorcdo dos fotossensibilizadores azul de metileno e eritrosina
respectivamente. Os parametros do laser e do LED utilizados na terapia
fotodindmica foram baseados, respectivamente, nos estudos de Souza
RC et al. (2010) e Costa et al. (2011) conforme descrito no Quadro 2.

Quadro 2 - Parametros do laser e do LED a serem utilizados na Terapia
Fotodinamica

Parametros Laser LED
Comprimento de onda 660 nm 532 nm
Poténcia 35 mW 90 mW
Energia 15J 16,2 J
Area irradiada 0,78 cm? 0,78 cm?
Densidade de energia 20 J/cm? 42,63 J/lem?
Tempo de exposicéo 428 s 180 s
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Figura 3 - Laser de Arseneto de Galio e Aluminio (Easy Laser, Clean Line,
Taubaté, Brasil).

Figura 4 - Diodo Emissor de Luz (LED) de cor verde (MMOptics, Sdo Carlos, Sao
Paulo, Brasil).
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4.5 Confeccéo dos corpos de prova

Para o desenvolvimento desse estudo foram confeccionados
corpos de prova, medindo 10 mm de didmetro, em resina acrilica
termopolimerizavel a base de polimetiimetacrilato (Vipi Cril plus, VIPI,
Pirassununga, Brasil), que é rotineiramente utilizada para confec¢ao de
préteses dentarias. Os corpos de prova foram incluidos em muflas
metalicas, prensados em prensa hidraulica por 2 h e posteriormente
levados ao forno de microondas (ME18S, Electrolux) por 15 min (poténcia
10 W) e 5 min (poténcia 5 W). O acabamento dos corpos de prova foi feito
com lixas d’agua e o polimento com pedra pomes e branco de Espanha
utilizando disco de feltro. A seguir, os corpos de prova foram submersos
em agua destilada por 48 h para liberacdo do monémero residual.

Os corpos de prova foram esterilizados por radiagdo gama
Cobalto®® (20 kGy por 6 h) pela Empresa Brasileira de Radiagao
(EMBRARAD, Cotia, SP, Brasil).

4.6 Formacao do Biofilme in vitro

Para formagao dos biofilmes foi utilizada metodologia baseada
no estudo de Vilela et al., 2012.

Os corpos de prova esterilizados foram colocados, com auxilio
de pinga estéril, nas placas de 24 pogos (Costar Corning, Nova York,
EUA) contendo 2 mL de Caldo Infuso Cérebro-Coracéo (Brain Heart
Infusion-Difco, Detroit, EUA) acrescido de 5% de sacarose. Cada pogo da
placa contendo um corpo de prova e Caldo BHI foi inoculado com 100 pL
da suspensao microbiana padronizada. A placa foi incubada em agitagao
de 75 rpm (Quimis) a 37 °C por 5 dias. O micro-organismo foi inoculado
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uma unica vez e o caldo BHI acrescido de 5% de sacarose foi trocado a
cada 24 h.

Apos o periodo de incubagao, o meio de cultura foi retirado dos
pocos e foi colocado 2 mL de solugao fisioldgica esterilizada, as placas
foram agitadas por 5 min em agitador orbital (Solab, Piracicaba, Brasil).
Esse processo de lavagem foi realizado 2 vezes a fim de remover as

células ndo aderidas aos corpos de prova.

4.7 Terapia fotodindmica

Apods a formacgao dos biofilmes, os mesmos foram tratados com
5 aplicagdes de terapia fotodinamica, em intervalos de 24 h.

Para cada aplicagdo da terapia fotodinamica, os corpos de
prova apos a lavagem conforme descrito no item 4.6 foram submersos
nos fotossensibilizadores, sendo entdo agitados por 10 min em agitador
orbital (Solab, Piracicaba, Brasil). Posteriormente, os corpos de prova
foram irradiados, com as placas abertas, com fonte de luz nos parametros
anteriormente descritos. O grupo controle foi submetido as mesmas
condigbes experimentais citadas acima, entretanto n&o recebeu
fotossensibilizador e nem irradiacdo, sendo tratado apenas com solucao
fisiologica.

As irradiagdes dos biofilmes foram realizadas em condi¢des
asseépticas, em camara de fluxo laminar e com a luz apagada utilizando-se
um anteparo negro fosco com orificio de didmetro coincidente ao da

entrada do pogo para evitar dispersao do feixe de luz.



50

4.8 Contagem de UFC por corpo de prova

ApoOs cada irradiagcao (1, 2, 3, 4 e 5 dias), os corpos de prova
foram colocados em tubo falcon contendo 10 mL de solugéo fisiologica
esterilizada, e homogeneizados por 30 s, utilizando homogeneizador
ultrasénico (Sonics Vibra Cell, Sdo Paulo, Brasil) com amplificacdo de
25% com poténcia de 50 W, para dispersao das células do biofilme.

A seguir, foram realizadas diluicbes seriadas em solugéo
fisiologica e aliquotas de 0,1 mL das diluicdes foram semeadas, com
auxilio da Alca Drigalski, em duplicata, em placa com Agar Sabouraud
Dextrose (Difco, Detroit, USA). Apds o periodo de incubagao de 48 h a 37
°C, as Unidades Formadoras de Colénias (UFC) por corpo de prova foram

contadas e transformadas em logaritmo.

4.9 Anélise Estatistica

Os resultados da contagem de UFC/corpo de prova foram
analisados estatisticamente, pela analise de variancia (ANOVA) e Teste

de Tukey, com nivel de significancia de 5%, utilizando Programa Minitab.



5 RESULTADOS

5.1 Candida glabrata

Os resultados obtidos na contagem de UFC/corpo de prova foram
submetidos a analise de Variancia (ANOVA) e teste de Tukey
considerando-se nivel de significancia de 5%. Os resultados da reducgéo
de UFC em log comparada ao controle da primeira, segunda, terceira,
quarta e quinta aplicacbes com o laser e com o LED foram
respectivamente de 3,22 ¢ 4,83; 1,49 ¢ 2,21; 1,6 € 2,05; 1,53 € 5,09; 2,75
e 3,03. Em todos os resultados foram observadas diferencas
estatisticamente significantes (figuras 5 a 9). C. glabrata foi mais sensivel
a TFD aplicada com o LED em relacdo ao Laser e a maior redugao foi

verificada na 4° aplicacao.

C. glabrata - 1 Aplicacéao

7.5 EE=E controle
A EEE Laser
E3 Led

Laser Led

GRUPOS

Figura 5 - Valores das médias e desvios padrdao em UFC/mL (Log) para os
biofilmes de C. glabrata submetidos a 1 aplicagdo com os tratamentos: NaCl
como grupo controle, Laser e azul de metileno e LED e eritrosina. *Diferenca
estatisticamente significante (teste de Tukey, P < 0,05) quando comparado com
0 grupo controle com os demais grupos. Letras diferentes representam grupos
heterogéneos.
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C. glabrata - 2 Aplicacdes

7.5 EE controle
EEd Laser
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= E3 Led
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Controle Laser Led

GRUPOS

Figura 6 - Valores das meédias e desvios padrao em UFC/mL (Log) para os
biofilmes de C. glabrata submetidos a 2 aplicagcbes com os tratamentos: NaCl
como grupo controle, Laser e azul de metileno e LED e eritrosina. *Diferenca
estatisticamente significante (teste de Tukey, P < 0,05) quando comparado o
grupo controle com os demais grupos. Letras diferentes representam grupos

heterogéneos.

C. glabrata - 3 Aplicacodes
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controle Laser Led
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Figura 7 - Valores das médias e desvios padrao em UFC/mL (Log) para os
biofilmes de C. glabrata submetidos a 3 aplicagdes com os tratamentos: NaCl
como grupo controle, Laser e azul de metileno e LED e eritrosina. *Diferenca
estatisticamente significante (teste de Tukey, P < 0,05) quando comparado o
grupo controle com os demais grupos. Letras diferentes representam grupos
heterogéneos.
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C. glabrata - 4 Aplicagcdes

7.5 A EE controle
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Figura 8 - Valores das meédias e desvios padrao em UFC/mL (Log) para os
biofilmes de C. glabrata submetidos a 4 aplicagbes com os tratamentos: NaCl
como grupo controle, Laser e azul de metileno e LED e eritrosina. *Diferenca
estatisticamente significante (teste de Tukey, P < 0,05) quando comparado o
grupo controle com os demais grupos. Letras diferentes representam grupos
heterogéneos.

C. glabrata - 5 Aplicacdes

A E=E controle

6.0 - BBl Laser
S B B E Led
O 4.5
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0.0 T

Controle Laser Led
Grupos

Figura 9 - Valores das médias e desvios padrao em UFC/mL (Log) para os
biofilmes de C. glabrata submetidos a 5 aplicagbes com os tratamentos: NaCl
como grupo controle, Laser e azul de metileno e LED e eritrosina. *Diferenca
estatisticamente significante (teste de Tukey, P < 0,05) quando comparado o
grupo controle com os demais grupos. Letras diferentes representam grupos
heterogéneos.
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5.2 Candida albicans

Os resultados da redugdo de UFC em log comparada ao controle
da primeira, segunda, terceira, quarta e quinta aplica¢gdes com o laser e
com o LED foram respectivamente de 0,12 e 0,36; 0,54 e 0,93; 0,15 e
0,06; 0,96 e 0,75; 0,89 e 1,82. Na primeira aplicagdo a diferenga
estatistica foi entre o controle e o led. Com duas e trés aplicagbes nao
houve diferenca estatistica. Com quatro aplicacdes a diferencga estatisitica
mostrou-se entre o controle e os demais grupos. Na quinta aplicagao
houve diferencga estatistica entre todos os grupos. C. albicnas apresentou
maior sensibilidade a TFD aplicada com o LED em relagdo ao Laser e a
maior reducdo foi verificada na 5° aplicacdo. Pode-se observar as

diferengas nas figuras de 10 a 14.
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Figura 10 - Valores das médias e desvios padrao em UFC/mL (Log) para os
biofilmes de C. albicans submetidos a 1 aplicagdo com os tratamentos: NaCl
como grupo controle, Laser e azul de metileno e LED e eritrosina. *Diferenca
estatisticamente significante (teste de Tukey, P < 0,05) quando comparado o
grupo controle com o grupo tratado com Led e eritrosina. Letras diferentes
representam grupos heterogéneos.
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Candida albicans - 2 Aplicagcdes
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Figura 11 - Valores das médias e desvios padrao em UFC/mL (Log) para os
biofilmes de C. albicans submetidos a 2 aplicagbes com os tratamentos: NaCl
como grupo controle, Laser e azul de metileno e LED e eritrosina. *Nao houve
diferenca estatisticamente significante (teste de Tukey, P < 0,05) quando
comparado o grupo controle com os demais grupos. Letras diferentes
representam grupos heterogéneos.
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Figura 12 - Valores das médias e desvios padrao em UFC/mL (Log) para os
biofilmes de C. albicans submetidos a 3 aplicagbes com os tratamentos: NaCl
como grupo controle, Laser e azul de metileno e LED e eritrosina. *Nao houve
diferenga estatisticamente significante (teste de Tukey, P < 0,05) quando
comparado o grupo controle com os demais grupos. Letras diferentes
representam grupos heterogéneos.
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Candida albicans -4 Aplicacdes
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Figura 13- Valores das médias e desvios padrdao em UFC/mL (Log) para os
biofiimes de C. albicans submetidos a 4 aplicagcbes com os tratamentos: NaCl
como grupo controle, Laser e azul de metileno e LED e eritrosina. *Diferenca
estatisticamente significante (teste de Tukey, P < 0,05) quando comparado o
grupo controle com o grupo tratado com Laser+azul de metileno e
Led+eritrosina. Letras diferentes representam grupos heterogéneos.
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Figura 14- Valores das médias e desvios padrdao em UFC/mL (Log) para os
biofiimes de C. albicans submetidos a 5 aplicagcbes com os tratamentos: NaCl
como grupo controle, Laser e azul de metileno e LED e eritrosina. *Diferenca
estatisticamente significante (teste de Tukey, P < 0,05) quando comparado o
grupo controle com os demais grupos.
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5.3 Candida tropicalis

Os resultados da redugcdo de UFC em log comparada ao controle
da primeira, segunda, terceira, quarta e quinta aplicagdes com o Laser e
com o LED foram respectivamente de 0,16 € 0,14; 1,52 € 2,84; 1,86 € 2,1;
1,81 e 2,39 e 0,86 e 1,36. Na primeira aplicagdo nao foi observada
diferenga estatistica. Com duas aplicagbes foram observadas diferencas
estatisticas entre o controle e o LED. Com trés aplicagdes houve
diferencga estatisticamente o controle em relacdo ao Laser e ao LED. Na
quarta aplicacdo nao houve diferenga estatisticamente significante. A 5°
aplicacao apresentou diferenga entre o controle e o LED. C. tropicalis foi
mais sensivel a TFD aplicada com o LED em relagdo ao Laser e a maior
reducdo foi verificada na 2° aplicagdo. As diferengcas podem ser

verificadas nas figuras de 15 a 19.
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Figura 15- Valores das médias e desvios padrdao em UFC/mL (Log) para os
biofilmes de C. tropicalis submetidos a 1 aplicacdo com os tratamentos: NaCl
como grupo controle, Laser e azul de metileno e LED e eritrosina. *Nao houve
diferenca estatisticamente significante (teste de Tukey, P < 0,05) quando
comparado o0 grupo controle com os demais grupos. Letras diferentes
representam grupos heterogéneos.
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Candida tropicalis - 2 Aplicagcdes
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Figura 16- Valores das médias e desvios padrdao em UFC/mL (Log) para os
biofilmes de C. tropicalis submetidos a 2 aplicagbes com os tratamentos: NaCl
como grupo controle, Laser e azul de metileno e LED e eritrosina. *Diferenca
estatisticamente significante (teste de Tukey, P < 0,05) quando comparado o
grupo controle com o grupo Led e eritrosina. Letras diferentes representam

grupos heterogéneos.
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Figura 17- Valores das médias e desvios padrao em UFC/mL (Log) para os
biofilmes de C. tropicalis submetidos a 3 aplicagbes com os tratamentos: NaCl
como grupo controle, Laser e azul de metileno e LED e eritrosina. *Diferenca
estatisticamente significante (teste de Tukey, P < 0,05) quando comparado o
grupo controle com os demais grupos. Letras diferentes representam grupos

heterogéneos.
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Candida tropicalis - 4 Aplicacdes
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Figura 18- Valores das médias e desvios padrao em UFC/mL (Log) para os
biofilmes de C. tropicalis submetidos a 4 aplicagcbes com os tratamentos: NaCl
como grupo controle, Laser e azul de metileno e LED e eritrosina. *Nao houve
diferenca estatisticamente significante (teste de Tukey, P < 0,05) quando
comparado o grupo controle com os demais grupos. Letras diferentes
representam grupos heterogéneos.
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Figura 19- Valores das médias e desvios padrdao em UFC/mL (Log) para os
biofilmes de C. tropicalis submetidos a 2 aplicagcbes com os tratamentos: NaCl
como grupo controle, Laser e azul de metileno e LED e eritrosina. *Diferenga
estatisticamente significante (teste de Tukey, P < 0,05) quando comparado o
grupo controle com o grupo Led e eritrosina. Letras diferentes representam
grupos heterogéneos.



6 DISCUSSAO

A terapia fotodindmica antimicrobiana (TFD) tem sido usada para
combater infeccbes locais, e consiste da combinacdo de um
fotossensibilizador, uma fonte de luz e espécies reativas de oxigénio para
matar as células microbianas (Scwingel et al., 2012). A terapia
fotodinamica antimicrobiana é uma alternativa terapéutica que esta
atualmente sob investigagdo para o controle e tratamento de infecgdes.
Essa terapia baseia-se na utilizagcdo de moléculas de corante fotoativa,
amplamente conhecido como fotossensibilizador. O fotossensibilizador,
apos irradiacdo com luz visivel, produz espécies reativas de oxigénio que
podem destruir a lipidios e proteinas, causando a morte celular (Chibebe
et al., 2013a).

Uma ampla gama de micro-organismos ja mostraram
susceptibilidade a TFD. Portanto, esta terapia pode consistir em uma
alternativa para tratamento de infecgbes fungicas que é causada
principalmente por biofilmes, desde que eles sao mais resistentes aos
antibiéticos convencionais e podem desempenhar um papel nas infecgoes
persistentes. Biofiimes sdo a principal causa de infeccbes microbianas
nos seres humanos, representando assim um grave problema de saude.
Candida albicans € um fungo capaz de formar biofilmes, causando
infeccbes superficiais da pele e mucosas, bem como micoses profundas,
particularmente em pacientes imunocomprometidos. Nesses pacientes,
infecgdes invasivas séo frequentemente associadas com alta morbidade e
mortalidade. Além disso, o aumento da resisténcia antifungica diminuiu a

eficacia das terapias convencionais. Além disso, os antifungicas atuais
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apresentam toxicidade para o hospedeiro. O uso de TFDA como um
agente antimicrobiano topico contra doengas superficiais e cutaneas
representa um método eficaz para a eliminagdo de micro-organismos
(Gonzales, Maisch, 2012).

O surgimento de cepas de Candida resistentes a antifungicos tem
motivado o estudo da TFD como uma alternativa de tratamento dessas
infeccbes (Chibebe et al., 2013b). A varias décadas, o tratamento
fotodinamico tem sido relatado na literatura por ser eficaz na erradicagao
de varios micro-organismos, usando diferentes fotossensibilizadores,
diferentes comprimentos de onda da luz e diferentes fontes de luz (Biel et
al., 2010). Eficacia antimicrobiana de terapia fotodindmica depende tanto
do fotossensibilizador, como dos parametros do Laser (Khademi et al.,
2014). Para realizar eficazmente PDT in vivo é necessario garantir que a
luz atinja todo tecido doente. Isso envolve a compreensdo de como a luz
atinge varios tecidos e os efeitos relativos de absorcéo e espalhamento
(Castano et al., 2004).

A atividade de diferentes fotossensibilizadores esta relacionada as
propriedades quimicas e fotoquimicas, sendo que a eficacia
antimicrobiana também depende da estrutura celular dos patdégenos
(Prates et al., 2013).

Azul de metileno € uma molécula que tem vindo a desempenhar
papéis importantes na microbiologia e farmacologia. Tem sido
amplamente utilizado para corar os organismos vivos, para tratar a
Metahemoglobinemia, e ultimamente tem sido considerado como um
fotossensibilizador para terapia fotodinamica (Tardivo et al., 2005).

Teichert et al. (2002) avaliaram a eficacia do uso de azul de
metileno mediada por terapia fotodindmica para o tratamento de
candidiase oral em um modelo murino de imunossuprimidos, imitando o
que é encontrado em pacientes humanos. Setenta e cinco ratos com
imunodeficiéncia combinada grave foram inoculados por via oral com C.

albicans 3 vezes por semana durante um periodo de 4 semanas. No dia
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do tratamento, era realizada uma coleta e cultivo de micro-organismos.
Era administrada topicamente na cavidade oral solugéo 0,05 mL de azul
de metileno em uma das seguintes concentragdes: 250, 275, 300, 350,
400, 450 ou 500 pg/mL. Apés 10 min, os ratos eram tratados com 664 nm
de diodo laser com um difusor cilindrico. Apos a terapia fotodindmica, era
feita a cultura dos micro-organismos e os ratos eram sacrificados. Os
resultados indicaram um efeito dose-dependente do fotossensibilizador.
Concentragdes de 250 a 400 ug/mL reduziram o crescimento de fungos,
mas nao eliminaram C. albicans. Concentragdes de MB de 450 e 500
Mg/mL erradicaram totalmente C. albicans da cavidade oral. Estes
resultados sugerem que a terapia fotodinAmica mediada por azul de
metileno pode ser usada para tratar a candidiase oral em pacientes
imunodeficientes.

Costa et al. (2011) avaliaram o efeito da terapia fotodinamica em
culturas plancténicas e biofilmes de C. albicans e C. dubliniensis mediada
por eritrosina e LED. Culturas planctonicas de suspensdes padronizadas
de C. albicans e C. dubliniensis foram tratados com eritrosina na
concentracédo 0,39-200 yuM e LED em uma placa de microtitulacdo de 96
pocos. Biofilmes formados por esses micro-organismos no fundo de placa
de microtitulagao de 96 pogos foram tratados com 400 uM de eritrosina e
LED. Apds PDT, os biofilmes foram analisados por microscopia eletrénica
de varredura (MEV). O efeito antimicrobiano da PDT contra culturas
plancténicas e biofilmes foi verificado pela contagem de unidades
formadoras de Colonia (UFC/mL). C. albicans e C. dubliniensis ndo foram
detectaveis apds PDT das culturas plancténicas com concentracbes de
eritrosina 3.12 pm ou superior. Os valores de UFC/mL obtidos de
biofilmes foram reduzidos 0,74 log10 para C. albicans e 0,21 log10 para
C. dubliniensis. Com isso concluiram que C. albicans e C. dubliniensis
foram susceptiveis a PDT mediada pela eritrosina e LED, mas os
biofimes de ambas as espécies de Candida foram mais resistentes do

que suas contrapartes plancténicas.
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Em outro estudo Costa et al. (2012a), avaliaram os efeitos da
terapia fotodinamica usando o Rosa Bengala ou eritrosina com luz emitida
por diodo (LED) em culturas plancténicas e biofilmes de C. albicans. Sete
cepas clinicas e uma cepa padrao (ATCC 18804) de C. albicans foram
utilizadas. Culturas plancténicas e biofilmes de cada cepa de C. albicans
foram submetidas as seguintes condigbes experimentais: (a) tratamento
com Rosa Bengala e LED (RBL); (b) tratamento com eritrosina e LED
(EL); e o grupo controle (c), sem tratamento de irradiagcdo LED ou
fotossensibilizador (P-L-). Apos irradiagdo de culturas plancténicas e
biofilmes, as culturas foram semeadas em agar Sabouraud dextrose (37
°C em 48 h) para a contagem de unidades formadoras de Colbnia
(UFC/mI(-1)). Os biofilmes foram analisados utilizando microscopia
eletrébnica de varredura (MEV). Os resultados revelaram uma redugao
significativa das culturas plancténicas (3,45 log10 e 1,97 log10) e de
biofiimes (1 log10) para culturas que foram submetidos a PDT usando
eritrosina ou Rosa Bengala, respectivamente. Os dados revelaram que
PDT foi eficaz na reducéo e destruicdo das hifas e blastoconidios de C.
albicans. Os resultados mostram que a PDT mediada por eritrosina e
Rosa Bengala com irradiagao LED é eficaz no tratamento de C. albicans.

No presente estudo foram utilizados o laser de Arseneto de Galio e
Aluminio com comprimento de onda de 660 nm (vermelho visivel)
associado ao fotossenssibilizador azul de metileno na concentracido 300
MM e Diodo Emissor de Luz (LED) de cor verde com comprimento de
onda de 532 nm associado a eritrosina na concentragao de 400 uM. Os
comprimentos de onda de ambos correspondem a faixa de comprimento
de alta absorcdo dos fotossensibilizadores azul de metileno e eritrosina
respectivamente.

No estudo de Scwingel et al. (2012) vinte e um pacientes
infectados pelo HIV foram divididos em trés grupos. Grupo controle foi
tratado com a medicagdo convencional para candidiase (fluconazol 100

mg/dia durante 14 dias). Grupo laser foi submetido a terapia a laser de
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baixa intensidade e grupo TFD foi tratado com laser de baixa poténcia e
azul de metileno. Os resultados mostraram que fluconazol foi eficaz, no
entanto, isso ndo impediu o retorno da candidiase em curto prazo.
Laserterapia em si ndo mostrou qualquer reducédo de Candida spp. € TFD
erradicou colbnias desse fungo nos pacientes e nao apareceu a
recorréncia da candidiase em 30 dias ap0s a irradiagéo.

No estudo desenvolvido por Mima et al. (2011b) cinco individuos
com diagndstico clinico e microbiolégico com estomatite protética foram
submetidos a 6 sessdes de PDT 3 vezes por semana durante 15 dias. Em
cada sessao, proteses dos pacientes foram pulverizados com 500 mgL
Photogem e apds 30 minutos de incubacédo, foram irradiados por fonte
luminosa do diodo emissor de luz. Culturas de Candida spp. das préteses
foram realizadas no dia 0, no final do tratamento (dia 15) e em intervalos
de tempo de seguimento (dias 30 e 60). Quatro pacientes apresentaram
resolucao clinica de estomatite protética (sem inflamagao) apds sessoes
de PDT, e apenas um demonstrou redugcdo na inflamagao palatal.
Recorréncia de estomatite protética foi observada em 2 pacientes durante
o0 periodo de estudo. Com isso concluiram que PDT parece ser uma
alternativa de tratamento para estomatite protética.

Mima et al. (2011a) testaram cepas de referéncia de C. albicans, C.
glabrata, C. tropicalis, C. dubliniensis e C. krusei. Para esse estudo foram
confeccionadas trinta e quatro préteses em um procedimento padronizado
e submetidas a esterilizacdo por o6xido de etileno. A protese era
individualmente inoculada com uma das cepas de Candida e incubada a
37 °C por 24 h. Préteses enviadas para PDT eram individualmente
pulverizadas com 50 mg/L de Photogem® e apds 30 min, iluminada por
luz LED por 26 min (37,5 Jicm?). Para todas as espécies de Candida, a
PDT resultou em reducéao significativa de UFC/mL. Concluiram que PDT
foi um método eficaz para redugcédo de Candida spp. em proteses.

O biofilme de C. glabrata submetido a TFD demonstrou expressiva

redugcdo da viabilidade das células com diferenga estatisticamente
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significante desde a primeira aplicagdto com o LED e eritrosina,
apresentando maior redugdo na quarta aplicagdo, onde a redugao em log
foi de 5,09. Na TFD realizada com o laser e azul de metileno neste
mesmo micro-organismo a maior redugao foi observada na primeira
aplicacédo onde a redugao em Log foi de 3,55.

Os dados obtidos neste trabalho alcangaram maior reducao
microbiana no biofilme formado por C. glabrata com quatro aplicagbes de
TFD na concentragao de 400 uM da eritrosina irradiada pelo LED (42,635
J/cmz) luz verde por 3 min. A maior reducdo microbiana observada na
TFD mediada pelo fotossensibilizador azul de metileno foi na
concentracdo de 300 uM irradiado pelo laser de Arseneto de Galio e
Aluminio (20 J/cm?) de emiss&o de luz vermelha visivel por 7 min e 8 s.

Dovigo et al. (2011a) obtiveram inativacdo completa de Candida,
quando utilizaram LED de emissao de luz azul (37,5 J.cm-2) associado ao
fotossensibilizador Photogen® (25 mg/L) em culturas planctdnicas de
cepas padrdo e cepas resistentes ao fluconazol de C. albicans e C.
grabrata.

Os resultados obtidos neste trabalho com a aplicagdo da TFD
sobre biofilme formado in vitro de C. albicans mostrou que com uma
aplicacao houve diferenga estatistica apenas entre os grupos controle e
Led. Com duas e trés aplicacbes ndo verificamos diferenca estatistica
entre os grupos. A diferenca estatistica apareceu entre todos os grupos
com cinco aplicagdes. Na concentragao de 300 uM do azul de metileno e
iradiado pelo laser de Arseneto de Galio e Aluminio (20 J/cm?) de
emissao de luz vermelha visivel por 7 min e 8 s a redugado em Log foi de
0,89. Salientando que C. albicans apresentou maior suceptibilidade a TFD
irradiada pelo LED (42,635 J/cm?) luz verde por 3 min e concentracéo de
400 uM da eritrosina, mostrando reducao de 1,82 Log.

Mima et al. (2012) realizaram um ensaio clinico onde a eficacia da
terapia fotodindmica foi comparada com a terapia antifungica topica para

o tratamento da estomatite protética e a prevaléncia das espécies de
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Candida foi identificada. Os pacientes foram aleatoriamente divididos em
2 grupos. Um grupo de pacientes recebeu tratamento topico com
nistatina 4 vezes diariamente por 15 dias e no grupo da terapia
fotodinamica, a prétese e o palato dos pacientes foram pulverizadas com
500 mg/L de Photogem® e apds 30 min de incubacéo, era iluminado pela
luz de diodo emissor de luz em 455 nm (37,5 e 122 Jicm?
respectivamente) 3 vezes por semana durante 15 dias. Culturas de micro-
organismos foram realizadas a partir de proteses e palatos, no final do
tratamento (dia 15). Colénias foram quantificadas (UFC/mL) e
identificadas por testes bioquimicos. Ambos os tratamentos reduziram
significativamente a UFC/mL. Candida albicans foi a espécie mais
prevalente identificada. TFD foi tdo eficaz quanto nistatina topica no
tratamento da estomatite protética.

No estudo de Costa et al. (2011) que avaliou a ag&o antifungica da
TFD em culturas plancténicas e biofilmes de C. albicans formados in vitro
e em modelo de candidose experimental em camundongos a TFD reduziu
in vitro 0,74 log10 de C. albicans com reducao de leveduras e hifas
verificada por MEV. In vivo, ocorreu redugao de C. albicans de 0,73 log10
e 35% de aderéncia as células epiteliais bucais, porém nao houve
reducao significativa das lesbes macroscopicas e histoldgicas.

Dovigo et al. (2010) avaliaram in vitro susceptibilidade de C.
albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis e C. krusei a terapia fotodinamica
induzida por Photogem® e LED. Suspensdes de cada cepa foram
tratadas com trés concentragdes de fotossensibilizador (10, 25 e 50 mg/L)
e expostas a fluéncias de luz LED de 18, 25,5 e 37,5 Jicm? (A ~ 455 nm).
Suspensbes de controle foram tratadas apenas com concentracbes de
fotossensibilizador apenas expostas para as fluéncias de luz LED ou nao
expostas a luz do LED ou fotossensibilizador. De cada amostra,
obtiveram-se diluicdes em série e aliquotas foram semeadas em agar
Sabouraud Dextrose. Apds a incubacado das placas (37 °C por 48 h),

colénias foram contadas (UFC/mL) e os dados foram analisados
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estatisticamente pela ANOVA e teste de Tukey. A eliminagcdo de C.
albicans foi observada em 18 J/icm? em associagdo com 50 mg/L de
fotossensibilizador. C. dubliniensis foram inativadas com 18 J/cm? usando
25 mg/L do fotossensibilizador. A inativagdo de C. tropicalis foi observada
apos fotosensibilizagao 25 mg/L e iluminagdo subsequente em 25.5 Jicm?,
Para C. krusei, nenhuma das associacdes entre o fotossensibilizador e luz
resultou na morte completa desta espécie. PDT provou ser eficaz para a
inativagao de C. albicans, C. dubliniensis e C. tropicalis.

Quando aplicada a TFD sobre os biofiimes formados por C.
tropicalis foi observada diferengas estatisticas entre os grupos controle e
o Led na segunda aplicacdo sendo esta também a que C. tropicalis
apresentou maior redugdo microbiana com a TFD aplicada com o LED e
eritrosina. Na terceira aplicacdo houve diferenca estatistica entre o
controle em relagdo ao Laser e ao Led. Na quinta aplicagao apresentou
diferenga entre o controle e o Led.

Assim, verificou-se que a TFD foi eficaz para reduzir os biofiimes
formados in vitro por C. glabrata, C. albicans e C. tropicalis, apresentando
efeito potencial para ttratamento da estomatite preotetica.

A terapia fotodindmica tem o potencial de um tratamento eficaz
para dificil erradicacao de infecgdes fungicas das regides acessiveis do
corpo. Existe a perspectiva de erradicagdo da candidiase oral em um
paciente com estomatite protética (Donnelly et al., 2008). Em
experimentos in vitro, TFD apresenta efeito antimicrobiano contra
Candida, no entanto, em estudos clinicos a TFD antimicrobiana é uma
potente estratégia terapéutica para infec¢des fungicas orais, mas requer

mais investigacdes (Javed et al., 2014).



7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir

que:

a)

A terapia fotodindmica em multiplas sessoes,
medida pelo Laser e pelo Led foram efetivas
quanto a redugdo em Log de biofimes de C.
albicans, C. tropicalis e C. glabrata formados in

Vvitro;

C. glabrata foi a espécie de Candida que
apresentou maior susceptibilidade a terapia

fotodinamica;

Para todos os micro-organismos a maior redugao
microbiana observada foi alcangcada com a TFD
mediada pelo Led e eritrosina em relagdo a TFD

com Laser e azul de metileno.
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