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Resumo — O objetivo do trabalho foi avaliar a acdo da Terapia Fotodindmica (TFD) mediada por
eritrosina e LED verde no tratamento de lesdes de candidose previamente induzidas no dorso da lingua dos
camundongos imunossuprimidos. Foram utilizados 40 camundongos machos imunossuprimidos por
injecBes de prednisolona que foram inoculados com swab embebido na suspenséo contendo 10° células/mL
de Candida albicans (ATCC 18804). Ap6s a Ultima administracdo de prednisolona, os animais foram
submetidos a tratamentos controles e a TFD mediada por eritrosina (400 uM) e LED de emisséo de luz
verde (532 + 10 nm). Apds os tratamentos, foram recuperadas leveduras do dorso da lingua dos
camundongos para contagem de Unidades Formadoras de Col6nias por mL que foram submetidas a
Andlise de Variancia e Teste de Tukey (p < 0,05). Os animais tratados com TFD apresentaram diferenca
estatisticamente significante em relacdo aos demais grupos, com reducdo do nimero de células de 0,73
logyo. Os resultados demonstraram que a TFD foi efetiva na reducdo de células de C. albicans em

candidose bucal induzida em camundongos imunossuprimidos.

Palavras-chave: Terapia Fotodindmica, Candida albicans, candidose experimental.

Area do Conhecimento: Odontologia.
Introducéo

Em pacientes imunodeprimidos, como 0s
individuos com AIDS, a candidose bucal é a
manifestagdo flngica mais comum constituindo
um indicador da progressdo da infeccdo por HIV,
revelando falha imunolégica dos pacientes, em
gue episédios recorrentes e exposicao prévia aos
antifngicos convencionais sdo as principais
causas de falha terapéutica para o tratamento da
candidose bucal em pacientes com AIDS, além de
efeitos colaterais indesejados (GAITAN-CEPEDA
et al., 2005; WILHEIM et al., 2009).

Uma ferramenta importante para a avaliagdo de
novos tratamentos antifingicos é a utilizacdo de
modelo animal para inducdo de candidose
experimental, sendo que o camundongo é o mais
indicado, pois apresenta como vantagens o
sistema imunolégico mais proximo ao do ser
humano e a auséncia de leveduras do género
Candida como parte da microbiota residente
(SAMARANAYAKE; SAMARANAYAKE, 2001);
(NAGLIK et al., 2008).

Com a utilizagcdo destes modelos, € possivel
testar novos ftratamentos, como a Terapia
Fotodindmica (TFD), que consiste na
administragdo de um fotossensibilizador néo toxico
associado com a radiacdo de uma luz de
comprimento adequado capaz de produzir radicais

livres as quais provocam danos ao DNA e
membrana citoplasmatica dos microrganismos,
permitindo o extravasamento dos constituintes
celulares e inativacdo de sistemas de transporte
de membrana e enzimas. A TFD ndo apresenta
efeitos mutagénicos (HAMBLIN; HASAN, 2004;
MAISCH, 2007; PERUSSI, 2007; KONOPKA;
GOSLINSKI, 2007). Os principios basicos da TFD
baseiam-se no fato de que o uso isolado do
corante ou da fonte de luz ndo deve apresentar
efeito antimicrobiano (PLEATZER et al., 2009).

Tem sido realizados trabalhos de TFD com o
corante eritrosina que apresenta como principais
vantagens em relagdo aos demais corantes, ja ser
utilizado em Odontologia e falta de toxicidade para
o hospedeiro (ALLAKER; DOUGLAS, 2009;).

O Diodo Emissor de Luz (LED) tem sido
apontado como fonte de luz promissora em
relacdio a luz laser, pois apresenta como
vantagens menor custo, maior flexibilidade no
tempo de irradiacdo, facilidade de operacdo e
aparelhos com formatos menores e mais leves. O
LED é utilizado para polimerizagdo de materiais
restauradores e, comprovadamente, nao é nocivo
para os tecidos bucais (KONOPKA, GOSLINSKI,
2007;). Sendo assim, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar a acdo da Terapia
Fotodindmica mediada por eritrosina e LED verde
no tratamento de lesdes de candidose
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previamente induzidas no dorso da lingua dos
camundongos imunossuprimidos.

Metodologia

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica

em Pesquisa da Faculdade de Odontologia do
Campus de Sao José dos Campos/UNESP.
Foi utilizado o fotossensibilizador eritrosina
(Aldrich Chemical Co., Milwaukee, WI) na
concentracdo de 400 pM, cuja solucado foi
preparada pela dissolucdo do pdé em solucdo
fisiolégica tampao fosfato (PBS, pH 7,4) e
esterilizada por filtracdo em membrana com poros
de diametro de 0,22 um (MFS, Dublin, EUA). Apés
a filtracdo, a solugdo do corante foi mantida no
escuro.

Como fonte de luz foi utilizado um Diodo
Emissor de Luz (LED) verde (MMOptics, Séo
Carlos, Brasil) com comprimento de onda de 532 +
10 nm, poténcia de 90 mW, fluéncia de 42,63
J.cm-2 (energia de 16,2 J e tempo de 180 s) e
taxa de fluéncia de 237 mW.cm-2.

Foram utilizados 40 camundongos (Mus
musculus, albinos, Swiss) machos e adultos,
provenientes do Biotério da Faculdade de
Odontologia de S&o José dos Campos/UNESP.

Antes do experimento foi verificada a existéncia
de colonizacéo por leveduras do género Candida
na cavidade bucal dos animais, e, com o resultado
negativo, os mesmos foram utlizados no
experimento. Os animais foram divididos em
quatro grupos experimentais (n=10), sendo: a)
sensibilizacdo com eritrosina e irradiacdo por LED
(F+L+); b) sensibilizacdo com eritrosina (F+L-); c)
irradiacéo por LED (F-L+); €) grupo controle, sem
sensibilizagcdo com eritrosina ou irradiacdo por
LED (F-L-).

Para a inducdo de candidose bucal foi seguida
a metodologia descrita por Takakura et al. (2003)
e Mima et al. (2010). Resumidamente, 0os animais
foram imunossuprimidos com duas inje¢Bes
subcutdneas de prednisolona (Depo - Medrol,
Laboratérios Pfizer Ltda., Guarulhos, Brasil) na
dose de 100 mg/kg de massa corporal um dia
antes e trés dias ap0s a infeccdo com Candida. Na
agua de beber foi administrado cloridrato de
tetraciclina (Terramicina, Pfizer) na concentracéo
de 0,83 mg/ml iniciando um dia antes da infeccéo
e mantido até o final do experimento, para
interferir na microbiota bacteriana bucal e
favorecer o crescimento de leveduras (SOYSA et
al., 2008). Os animais foram sedados via
intramuscular com injecdes de cloridrato de
clorpromazina (Amplictil, Sanofi Aventis, Suzano,
Sao Paulo) na dose de 10 mg/kg de massa
corpérea no volume de 50 pl, em cada pata. A
inoculacéo foi feita no 2° dia do experimento com
swab (Absorve, Cral, Sdo Paulo, SP) encharcado
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na suspensdo de C. albicans (ATCC 18804)
padronizada em 10° células/m| passado por 1 min
sobre o dorso da lingua, um dia apés a primeira
administracao de prednisolona.

ApOs 24 horas da Ultima administragdo de
prednisolona, os animais foram anestesiados por
injecdo intramuscular de xilazina (Anazedan,
Vetbrands, Jacarei, SP) e cetamina (Dopalen,
Vetbrands, Jacarei, SP) na propor¢cédo de 0,8 ml
/0,5 ml, respectivamente, na dose de 1,6 ml /100g
de massa corpoérea, para aplicacdo da TFD.

A solucéo de eritrosina foi pipetada no dorso da
lingua no volume de 50 pL. Decorrido 1 min
(periodo pré-irradiacéo) foi realizada a aplicacao
com o LED (F+L+= 10). Além disso, foi avaliado o
efeito isolado da solucdo do fotossensibilizador
eritrosina (F+L-= 10) e o efeito isolado da fonte de
luz utilizando-se PBS (F-L+= 10). O grupo controle
recebeu apenas PBS na auséncia de luz (F-L-=
10).

Apéds anestesia e anteriormente a realizacdo de
cada tratamento experimental e logo apds os
tratamentos, foram coletadas amostras do dorso
da lingua dos animais com swab, os quais foram
imediatamente colocados em tubos de ensaio
contendo 0,99 mL de PBS, e agitado durante 1
min, considerando-se a diluicdo como sendo 10°.
Foram realizadas diluices seriadas. A seguir, 0,1
ml de cada diluicdo foi semeada em duplicata na
superficie de placas de agar Sabouraud dextrose
(Difco, Detroit, USA) com cloranfenicol (Vixmicina,
Sao Paulo, Brasil) e incubadas a 37°C por 48
horas. Foram contadas colénias tipicas de
Candida para a determinacéo de UFC/ml.

Os dados foram transformados de logaritmo, o
qual foi realizada Andlise de Variancia e teste de
Tukey (p < 0,05).

Resultados

A Figura 01 mostra a média do namero de
células viaveis de C. albicans recuperadas da
cavidade bucal dos animais apés os tratamentos,
mostrando que a TFD apresentou diferenca
estatisticamente significante em relacdo aos
demais grupos controles (F-L-, F+L- e F-L+),
apresentando média de reducdo apdés o
tratamento de 0,73 loga,.
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* Diferenca estatisticamente significante (Teste de
Tukey p < 0,05).

Fig. 01: Média do numero de células viaveis de C.
albicans recuperadas da superficie da lingua dos
camundongos apés 0s tratamentos experimentais:
F-L-, PBS; F+L-, fotossensibilizacdo com
eritrosina; F-L+, irradiacdo com LED; F+L+,
fotossensibilizacdo com eritrosina e irradiagdo com
LED.

Discussao

Os resultados demonstraram que houve efeito
antifingico da TFD mediada por eritrosina e LED
verde in vivo. Os tratamentos controles realizados
com eritrosina (F+L) ou LED (F-L+) ndo reduziram
0 numero de células de C. albicans, o qual foi
demonstrado por alguns autores atividade inécua
do aparelho LED de emissdo de luz vermelha ou
azul contra C. albicans in vitro ou in vivo (MIMA et
al., 2010); (SOARES et al., 2009); (PELOI et al.,
2008). Enquanto que para o corante eritrosina ndo
foram encontrados trabalhos na literatura de TFD
contra leveduras do género Candida. Portanto,
este trabalho trata-se do primeiro estudo de TFD
mediada por eritrosina e LED verde contra C.
albicans.

O tratamento com TFD reduziu 0,73 log;, de
células de C. albicans para a concentracdo de 400
MM de eritrosina, enquanto que Teichert et al.
(2002) avaliaram a TFD mediada por azul de
metileno nas concentracdes de 1203,5 pM e
1337,2 uM e irradiacdo por laser de diodo (664
nm) com reducdo de 2,5 logy,, e 2,74 logo,
respectivamente, para o tratamento de candidose
bucal induzida por C. albicans em camundongos
com doenca imunodeficiente combinada severa,
porém neste trabalho a média do ndmero de
células para o grupo controle (F-L-) foi de 2,34
logio e para o presente trabalho foi de 5,55 logg,
demonstrando  que a colonizacdo  dos
camundongos do presente trabalho foi maior do
gque o trabalho acima, sendo que uma maior
concentracao de células pode interferir na acéo da
TFD (DEMIDOVA; HAMBLIN, 2005).
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Mima et al. (2010) utilizaram a mesma
metodologia para indugcéo de candidose bucal que
o presente trabalho, os animais foram tratados
com o fotossensibilizador fotogem  nas
concentracbes de 400, 500 e 1000 mg/L e
irradiados por LED azul com reducédo de células
de C. albicans de 1,04, 1,39 e 1,41 logy,
respectivamente, e LED vermelho com reducéo de
1,05, 1,59 e 1,40 log,q, respectivamente. Embora a
reducdo alcancada por este tratamento tenha sido
maior que a do presente trabalho, a concentracao
utilizada foi até trés vezes maior que a utilizada
para a eritrosina e o tempo de irradiacéo foi de 20
min e a fluéncia de 305 J.cm™, enquanto que para
o presente trabalho o tempo de irradiacéo foi de 3
min e a fluéncia de 42,63 J.cm™.

Junqueira et al. (2009) induziram candidose
bucal em ratos que foram tratados com TFD
mediada por azul de metileno e laser de AsGaAl
(660 nm), embora ndo tenham observado
diferenca estatisticamente significante entre os
grupos F+L+, F+L-, F-L+ e F-L- na recuperacédo de
C. albicans da cavidade bucal apés os
tratamentos, os autores observaram que animais
tratados pela TFD, apos e 1 e 5 dias, ndo exibiram
lesBes clinicas de candidose, enquanto que os
demais grupos apresentaram lesdes caracteristica
de infeccdo por Candida. Os autores sugerem que
a TFD possa ser util para o tratamento da
candidose bucal através de novos estudos para o
estabelecimento de protocolos de tratamento.

Conclusao

Os resultados obtidos demonstraram que a
Terapia Fotodindmica mediada pelo corante
eritrosina e irradiado pelo LED de emissao de luz
verde foi eficiente na reducdo de células de C.
albicans em candidose bucal induzida em
camundongos imunossuprimidos.
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