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COMPARACAO ENTRE OS FOTOSSENSIBILIZADORES ROSA BENG ALA E EOSINA
Y EM CULTURA PLANCTONICA DE Candida albicans.

Machado A.K.S.: Costa A.C.B.P.%; Pereira C.A.%: Freire F.}; Silva M. P.%; Beltrame Jr
M.%; Junqueira J.C.*; Jorge A.O.C.*

'Universidade Estadual Paulista (UNESP)/ Departamento de Biociéncias e Diagnéstico Bucal, Av. Eng.
Francisco José Longo, 777 — Jd. Sao Dimas — Sdo José dos Campos, SP — Brasil — e-mail:
anakarinasm@ig.com.br
“Universidade do Vale do Paraiba (UNIVAP)/ Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento (IP&D), Av. Shishima
Hifumi, 2911- Urbanova — S&o José dos Campos, SP — Brasil — e-mail: beltrame@univap.br

Resumo- A Terapia Fotodindmica tem sido apontada como um tratamento coadjuvante para as infeccfes
causadas por leveduras do género Candida. O objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo dos
fotossensibilizadores xantenos, Rosa Bengala (RB) e Eosina Y (EY), irradiados pelo LED (L) verde (532 *
10 nm) na Terapia Fotodindmica em culturas plancténicas de Candida albicans (ATCC 18804). Suspensdes
de Candida (106 células/ml) foram submetidas as seguintes condi¢g8es de irradiacdo (n=10): a) RB+ L+ b)
RB+ L- ¢) EY+ L+ d) EY+ L- e) F- L+ f) F- L-. Foram feitas diluicbes seriadas e semeaduras em Agar
Sabouraud Dextrose (37°C por 48 horas) para contagem de unidades formadoras de colénias (UFC/mI) e,
posterior, andlise de variancia e teste de Tukey (p<0,05). Foi observado efeito fotodinamico a partir de
concentracdes de 12,5 uM dos fotossensibilizadores, com reducédo de 5,12 log,o para o0 Rosa Bengala e
2,94 logyo para o Eosina. Os resultados demonstraram que os fotossensibilizadores xantenos foram efetivos
na reducdo de C. albicans, sendo Rosa Bengala mais eficaz do que o Eosina.
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Introducéo

A microbiota bucal dos humanos é altamente
complexa e diversa, sendo caracterizada pela
presenca de cerca de 400 espécies bacterianas
além de protozoarios, fungos, micoplasmas e virus
(MARCOTTE & LAVOIE, 1998, ZANIN et al, 2003).
O fungo Candida spp, principalmente a espécie
Candida albicans, é integrante da microbiota
comensal da cavidade bucal. Entretanto, na
presenca de fatores predisponentes podem se
tornar patogénicas, produzindo infeccbes que vao
desde lesbes nas mucosas superficiais até
disseminacfes sistémicas graves e invasivas (DE
REPENTIGNY et al, 2000; Leung et al, 2000). A
candidose oral, infeccdo fangica oportunista
(SIDRIM et al, 1999), de grande importancia
odontoldgica, pode evoluir gravemente em
pacientes imunossuprimidos. A presenca de
Candida spp. na cavidade oral de individuos
saudaveis varia de 35 - 38% a 40 — 60% (REGO et
al, 2003).

Células fangicas e células humanas séao
eucarigticas. Desse modo, muitas substancias
com propriedades antifiingicas acarretam uma
série de efeitos colaterais ao homem, fato que
limita 0 avanco da terapia antifingica (ROCHA,
2004). Mediante este contexto, a Terapia
Fotodindmica (TFD) deve ser empregada como

uma modalidade de tratamento complementar
eficaz de infecgcdes bucais e, ndo como
substituicdo a  tratamentos  convencionais
(GARCEZ et al, 2003). A TFD parte do principio de
gue a interacdo de luz de comprimento de onda
adequado com um composto ndo toxico
(fotossensibilizador) e oxigénio resulta em
espécies reativas capazes de induzir a
inviabilizacdo de células, eliminando os
microrganismos (MACHADO, 2000).

Com base em algumas vantagens, como largo
espectro de acéo, possibilidade de
desenvolvimento de protocolos com reducdo do
microrganismo e dano tecidual limitado, baixa
probabilidade de desenvolver mutagenicidade e
uso de fonte de luz de baixo custo para ativacao
do fotossensibilizador (JORI et al, 2006).

Os fotossensibilizadores do grupo Xxanteno,
Rosa Bengala e Eosina Y, localizados no
citoplasma, sdo compostos ciclicos com trés anéis
aromaticos em arranjo linear com um atomo de
oxigénio no centro do anel, que absorvem luz na
regido do visivel e ndo se ligam a membrana
celular. Rosa Bengala é um haleto derivado da
fluoresceina que tem sido usado em oftalmologia
como um corante para diagnéstico de varias
doencas externas ao olho, podendo eliminar
microrganismos. Eosina Y ¢é um derivado
tetrabromo da fluoresceina e pode ser usado para
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corar o citoplasma, o colageno e as fibras
musculares para exame a0 microscopio
(PERUSSI, 2007).

Este trabalho apresenta a comparagdo dos
fotossensibilizadores Rosa Bengala e Eosina Y,
sob a acdo do diodo emissor de luz verde (LED),
em culturas planctbnicas de Candida albicans.

Metodologia

Para a realizacdo deste estudo foi utilizada
cepa padrdo de Candida albicans (ATCC 18804)
mantida no laboratério da Faculdade de
Odontologia de S&o José dos Campos/
Universidade Estadual Paulista (UNESP). O
projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica da Faculdade de Odontologia de
Sao José dos Campos/ Universidade Estadual
Paulista (UNESP).

A sensibilizacdo da cepa de Candida albicans
ocorreu através do uso de fotossensibilizadores do
grupo xanteno, Rosa Bengala (RB) e Eosina Y
(EY), cuja solucéo foi preparada pela dissolucdo
do p6é em solucdo Fisiolégica Tampdo Fosfato
(PBS). O corante Eosina Y foi aquecido em Banho
Maria a 45-50°C por 10 minutos para solubilizacao
e filtragcdo. Apos a filtracdo, a solugdo foi mantida
sob o abrigo da luz.

A acao dos fotossensibilizadores Rosa Bengala
e Eosina Y, na Terapia Fotodindmica, sobre
culturas planctonicas, foi verificada através de um
espectrofotdbmetro (B582, Micronal, Sdo Paulo,
Brasil) que mensurou o espectro de absorcao
correspondente a cada corante. O Diodo Emissor
de Luz verde (LED) foi utilizado como fonte de luz
(MMOptics, Sao Carlos, Brasil) com comprimento
de onda de 532 +10nm, poténcia de 90mw,
fluéncia de 42,63J.cm™ (energia de 16,2J e tempo
de 180s) e taxa de fluéncia de 237mw.cm? .

A cepa de Candida albicans foi semeada em
Agar Sabouraud Dextrose e incubada a 37<C por
48 horas. Preparou-se uma  suspensao
padronizada da cepa em PBS, na concentracdo de
10° células/ml em espectrofotrdmetro  (B582,
Micronal, Sao Paulo, Brasil).

Na fotossensibilizacao da suspensao
utilizaram-se os corantes Rosa Bengala e Eosina
Y nas concentracdes de 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25;
50; 100; 200; 400 e 800 uM para determinacédo da
curva de morte.

Adicionou-se 0,1ml da suspensdo de Candida
albicans em cada orificio da Placa de
Microtitulagdo com 96 pocos de fundo plano
(Costar Corning, New York, EUA) com area de
0,38 cm2. Em seguida, os grupos RB+ L-, RB+ L+,
EY+ L- e EY+ L+ receberam 0,1ml de cada
concentracdo das respectivas solugcbes dos
fotossensibilizadores. Os grupos F-L- e F-L-
receberam 0,1ml PBS.
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A placa foi agitada por 5 minutos (tempo de
pré-irradiacdo) em agitador orbital (Solab,
Piracicaba, Brasil). Apds, 0s grupos com as
respectivas concentractes dos
fotossensibilizadores e LED; e o grupo F-L- foram
irradiados.

Com o término da irradiacdo, obtiveram-se
diluicbes seriadas. Aliquotas de 0,1ml foram
semeadas, com auxilio da Alca Drigalski, em
placas com Agar Sabouraud Dextrose (Difco,
Detroit, USA) e incubadas a 37<C por 48 horas.
Apbés o periodo de incubacdo, as Unidades
formadoras de Colbnias (UFC) por ml foram
contadas e transformadas em logaritmo.

Resultados

Foi observado efeito fotodindmico a partir de
concentracdes de 12,5 UM dos
fotossensibilizadores, com reducdo de 5,12 log,
para o Rosa Bengala e 2,94 logy, para o Eosina Y.
O espectro de absorcdo dos corantes no
espectrofotdmetro foi de 450-550 nm para Eosina
Y e de 490-580 nm para Rosa Bengala.

O Grafico 1 apresenta um comparativo dos
valores das médias e desvios padrdes em UFC/ml
(logyo) oObtidas para os grupos xantenos, RB e EY.
Pode-se observar que os fotossensibilizadores em
questdo foram efetivos na reducdo dos
microrganismos pertencentes ao grupo F+L+
guando comparado aos demais (F+L- e F-L+), nos
quais nao foram  verificadas alteracGes
significantes em relagédo ao grupo controle (F-L-).
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Gréfico 1 - Médias e desvios padrdes em UFC/ml
(logyo) obtidas para os grupos xantenos, RB e EY.

Na andlise comparativa dos
fotossensibilizadores com os grupos controle foi
observada diferenca estatistica entre o grupo
(F+L+) e os demais, demonstrando que o Rosa
Bengala e o Eosina Y associados ao LED
apresentaram reducéo no namero de
microrganismos. Os grupos tratados somente com
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corante ou irradiacdo nao apresentaram diferenca
estatistica em relacéo ao grupo controle (F-L-).

Discussao

A Terapia Fotodindmica surgiu como um
tratamento coadjuvante, e ndo substitutivo, de
grande importancia, principalmente em casos de
resisténcia dos microrganismos.

O fotossensibilizador ideal caracteriza-se por
baixa toxicidade apdés administracdo, nao
induzindo a reacdo alérgica nem hipotenséao, ser
facilmente sintetizado, ser um composto puro,
hidrossolivel e ser eliminado facilmente pelo
paciente (CASTANO et al, 2004). Além de ser
biologicamente estavel, fotoquimicamente eficaz e
seletivo (GARCEZ et al, 2003).

No estudo realizado, a andlise da Terapia
Fotodindmica com fotossensibilizadores do grupo
xanteno, Rosa Bengala e Eosina Y, irradiada pelo
emissor de luz verde (LED) sobre culturas
plancténicas de Candida albicans, verificou-se
diferenca estatisticamente significativa de UFC
nos grupos F+L+ e controle.

Os resultados obtidos demonstraram que o
fotossensibilizador Rosa Bengala apresentou
maior atividade antifingica, reduzindo o numero
de microrganismos significativamente quando
comparado ao Eosina Y.

Concluséao

Concluiu-se que o fotossensibilizador Rosa
Bengala foi mais eficaz do que o Eosina Y na
terapia fotodindmica sobre Candida albicans.
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Prezada Comissao de Avaliagéo,

Agradeco as correcdes sugeridas.

As legendas nas barras laterais de X e Y foram devidamente denominadas conforme trabalho acima.

Em relagdo ao termo “cultura plancténica” utilizada no trabalho esta correto. Em Microbiologia, quando
trabalhamos com microrganismos em suspensao designamos de cultura planctdnica. Para elucidar melhor
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