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RESUMO

A Candida albicans € um grande desafio a satude publica devido a quantidade de espécies
resistentes aos tratamentos convencionais. O presente estudo tem como objetivo avaliar o
efeito da terapia fotodindmica na inativacdo de células planctonicas de Candida albicans
(ATCC10231), empregando azul de metileno, 150 pg/mL, como fotossensibilizador.
Aliquotas de 100 pg/mL da suspensdao do fungo na concentracdo de 10° células/mL foram
semeadas em placas de microtitulacdo com 96 pogos, onde foi depositado o mesmo volume de
azul de metileno, permanecendo em um periodo de pré-irradiacdo de 5 min. Em seguida,
aplicou-se luz laser de baixa poténcia (comprimento de onda: 660 nm, poténcia: 100 mW e
dose: 426 J/cmz) por 128s, utilizando um Laser semicondutor portatil (Laser DUO®, GaAlAs,
InGaAlP, MM OPTICS LTDA, Sao Carlos, SP- Brasil). Experimentos controles foram
realizados, sem iluminacdo e na auséncia de azul de metileno, outro na presenca de azul de
metileno sem iluminacdo, e com iluminagdo, substituindo o fotossensibilizador por solucao
salina. De cada condicdo experimental, diluiches em série (10" a 107) foram obtidas e
aliquotas de 25 pL foram plaqueadas em duplicata em Agar Sabouraud Dextrose. Apds este
periodo, o ndmero de unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL) foi
determinado e os dados foram submetidos a anélise de variancia e teste de Kruskal Wallis (p
<0,05). Na concentracdo de 150 pg/mL e tempo de 5 minutos de incubacdo, pode- se
constatar que a reducgdo foi significativa (p<0,05), e que na auséncia de irradiacdo, o azul de
metileno ndo produziu redu¢do de UFC/mL. Conclui-se que a Terapia Fotodindmica
apresentou efeito antifungico contra Candida albicans, podendo ser utilizada como

coadjuvante ao tratamento convencional.

Palavras- chave: Azul de metileno; Candida albicans; Terapia fotodinamica.



ABSTRACT

Introduction: Candida albicans is a major challenge to public health because of to the
amount of resistant species. Objective: To evaluate the effect of photodynamic therapy in the
inactivation of Candida albicans planktonic cells (ATCC10231), using methylene blue, 150
mg / mL, as a photosensitizer. Method: Aliquots of 100 ug / ml of the fungal suspension in a
10° cells / ml concentration were seeded in microtiter plates with 96 wells, which was
deposited with the same volume of methylene blue, remained at a 5 min pre-irradiation. Then,
it was applied low power laser light (wavelength: 660 nm, power: 100 mW and dose: 426 J /
sz) for 128s using a portable semiconductor laser (Laser DUO®, GaAlAs, InGaAlP, MM
OPTICS LTDA, Sao Carlos, SP Brazil). Control experiments were performed without
illumination, in the absence and presence of methylene blue and with illumination replacing
the photosensitizer by saline. In each experimental condition, serial dilutions (10-1 to 10-3)
were obtained and 25 uL aliquots were seeded in Sabouraud Dextrose Agar duplicate . After
this period, the number of colony forming units per milliliter (CFU / mL) was determined and
the data were submitted to variance analysis and Kruskal Wallis test (p <0.05). Results: At
the concentration of 150 ug / ml, and time of 5 min incubation, the reduction was significant
(PO.05) in the absence of irradiation, methylene blue produced no reduction in CFU / mL.
Conclusion: Photodynamic Therapy presented antifungal effect against Candida albicans and

can be used as an adjunct to conventional treatment.

Keywords: Candida albicans; Photodynamic therapy; Methylene blue.
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1 INTRODUCAO

Fungos oportunistas podem provocar infec¢des superficiais ou invasivas graves, em
pacientes aparentemente sadios e especialmente em pacientes debilitados ou
imunocomprometidos. Devido a dificuldades no diagndstico e a disponibilidade limitada de
drogas antifingicas eficazes, representam uma ameaga crescente para a saide humana,

podendo resultar em alta mortalidade atribuivel (DA, et al., 2011).

A Candida albicans € um fungo oportunista, que para o desenvolvimento da infec¢ao
necessita de alguns fatores predisponentes sist€émicos e locais, que segundo Naglik et al.
(2008) sao, por exemplo, os agentes imunossupressores, antibidticos, estrogénios, xerostomia,
uso de protese e higiene bucal deficiente. Em pacientes imunodeprimidos, como os individuos
com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), a candidose bucal ¢ a manifestacio
fingica mais comum constituindo um indicador da progressdo da infec¢do por Virus da

Imunodeficiéncia Humana (HIV).

Segundo Lam et al. (2011) as infec¢des causadas por fungos, como por Candida,
representam um sério desafio a saide publica, com elevada importancia socioecondmica
principalmente devido as espécies resistentes aos antifingicos tradicionais, tais como os azois
e polienos (por exemplo, fluconazol e anfotericina B, respectivamente). Sendo necessério o
desenvolvimento de pesquisas cientificas que busquem ampliar as formas de tratamento das
lesdes de Candida, possibilitando um tratamento alternativo efetivo dos casos de insucesso e

melhorando o bem estar dos pacientes acometidos por esta doenca.

A Terapia Fotodinamica (PDT), segundo Kato et al. (2013), ¢ um tratamento ja
utilizado em vérias outras especialidades como a dermatologia, oncologia e oftalmologia e
estd sendo investigado como terapia antimicrobiana. E uma terapia a base de luz, que consiste
na administracdo de um corante ou um firmaco ndo toxico, definido como agente
fotossensibilizante (FS), que pode ser aplicado sistemicamente, localmente ou por via tdpica,
seguida de iluminacdo da lesdo, com luz visivel (geralmente com longo comprimento de onda
de luz vermelha), a qual, na presenca de oxigénio, leva a formagao de espécies citotoxicas,
tais como o oxigénio singleto e de radicais livres. Essas espécies quimicas reativas sdo em sua

maioria téxicas e podem causar: destrui¢do de proteinas, lipideos, dcidos nucléicos e outros
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componentes celulares, resultando na destruicdo das células microbianas (KONOPKA;

GOLINSKI, 2007).

No tratamento de candidiase, a terapia fotodinamica, utilizando azul de metileno (AM)
como fotossensibilizador (FS), apresenta algumas vantagens em relacdo a terapia
medicamentosa tradicional, tais como: os mecanismos de acdo sdo diferentes das drogas
antifungicas, o que atenua os casos de desenvolvimento de resisténcia ao medicamento, € o
custo, pois diferentemente da terapia antifingica convencional, possui valor mais acessivel.
Podendo ser uma alternativa terapéutica eficaz contra cepas ji resistente de C. albicans

(TEICHERT, et al., 2002).

Devido o fato do uso dos medicamentos antifiingicos terem apenas uma melhora
transitéria, com um grande nimero de recidivas, apresentando efeitos colaterais em alguns
pacientes, e por ter um ndmero reduzido de drogas no mercado e ainda desenvolverem
resisténcia microbiana, tornou-se de grande importancia a pesquisa de tratamentos
alternativos eficazes contra as doencas fungicas. Os estudos ja mostram que o emprego de
azul de metileno como fotossensibilizador se mostra eficaz na inativacdo da Candida albicans
e que a utilizacdo da terapia fotodindmica tem se apresentado como uma alternativa
satisfatoria para o tratamento antifingico, no entanto ainda ha necessidade de que seja
estabelecido um protocolo adequado quando ao tempo de pré- irradiacdo ou de incubagdo,
necessitando que alguns aspectos ainda sejam esclarecidos para que seja recomendado para
terapia clinica, como a concentracdo de azul de metileno que apresente melhor custo-
beneficio com relac@o a inativacdo da Candida albicans, sem apresentar efeitos téxicos para

as células do organismo.

Desta forma, este estudo tem como objetivo avaliar, in vitro, os efeitos da
fotossensibilizacdo em Candida albicans com radiacdo laser, utilizando o azul de metileno

como fotossensibilizador.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 EFEITO ANTIMICROBIANO DA TERAPIA FOTODINAMICA (PDT)

A aplicacdo da luz com funcdo antimicrobiana foi descoberta hd mais de 100 anos
devido a capacidade de alguns corantes eliminarem varios microrganismos quando ativados
pela luz na presenca de oxigénio. No entanto, apenas no passado relativamente recente, a PDT
tem sido estudada com a finalidade de tratar diversas infeccdes. Este interesse crescente, em
parte, € motivado pelo aumento exagerado de resisténcia a drogas antimicrobianas entre as

bactérias e outros patdogenos (KHARKWAL et al., 2011).

A sua aplicacdo no campo das doencas infecciosas sofreu um grande revés com a
descoberta dos antibidticos na década de 1940. Esta descoberta revolucionou o tratamento de
doencas infecciosas causadas por bactérias patogénicas e, no devido curso, surgiram e
tornaram-se disponiveis os antifungicos, antiprotozodrios, anti-helmintico e os compostos
antimalaria. Assim, apesar de 100 anos de descobrimento, o avango da PDT antimicrobiana
tem sido bastante lenta. Mas com o recente aumento da resisténcia aos antibidticos em todo o
mundo, tem havido um interesse renovado por terapias antimicrobianas alternativas

(KHARKWAL et al., 2011).

O tratamento antimicrobiano por meio de luz e corante foi descrito pela primeira vez,
em 1890, por Oscar Raab quando observou a toxicidade do alaranjado de acridina, que €
dependente de luz, contra Paramecium caudatum (RYSKOVA; BUCHTA; SLEZAK, 2010).
No entanto, apenas recentemente, com o inicio da busca por tratamentos alternativos contra
agentes patogénicos resistentes aos antibidticos, a PDT tem sido investigada mais
profundamente (DONNELLY; McCARRON; TUNNEY, 2008). Na Odontologia, o LASER
(Light Amplification by Stimulated of Radiation ou amplificagdo da luz por emissdo
estimulada de radiacdo) tem sido empregado em diversas situacdes clinicas, como em
antissepsia de feridas, em preparos cavitdrios, na redu¢do de populacdes bacterianas de canais

radiculares e em bolsas periodontais (CADASTRO et al., 2008).

No contexto das aplicagdes clinicas da PDT no combate as infec¢des, Kharkwal et al.
(2011) realizaram uma busca na literatura dos artigos publicados sobre este tema,
compreendendo o periodo entre os anos de 1960 e 2011. Ao finalizar a leitura de todas as

fontes de informacgdo cientifica, Kharkwal et al. observaram que, no campo do controle e
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tratamento de infec¢des, a PDT tem uma vasta aplicacdo clinica. Entre as indicagcdes podem
ser citadas as aplicagdes clinicas com o seu efeito antimicrobiano para infec¢Oes virais
localizadas, tais como: as provocadas pelo herpes simples e papiloma virus, e infecg¢des
dermatoldgicas ndo virais, como as causadas por acne e outras leveduras, fungos e infeccdes
bacterianas da pele. A PDT também tem sido utilizada para o tratamento de infeccdes
bacterianas em abscessos cerebrais e ulceras que ndo cicatrizam, para o tratamento da
leishmaniose cutinea e infec¢des gastricas causadas por Helicobacter pylori. Na Odontologia,
tem sido estudado como coadjuvante no tratamento de vdrias infec¢des dentdrias, incluindo a
periodontite e infec¢des endodonticas. Com estes disponiveis na literatura, é possivel avaliar
a terapia fotodindmica como uma aliada promissora no tratamento de infec¢des nas dreas
odontoldgicas e médicas, apesar da maioria dos estudos mostrarem resultados promissores in

vitro e de ainda existir uma caréncia de protocolos e estudos clinicos controlados.

A PDT também tem sido utilizada para tratar a periodontite, como uma das
alternativas para eliminar espécies bacterianas subgengivais resistentes a terapia
antimicrobiana convencional. A capacidade da PDT de reduzir o nimero de bactérias no
biofilme e na forma planctonica foi testada por Fontana et al. (2009). Coletaram amostras de
biofilme dental de dez individuos com periodontite cronica com curetas Gracey. Em seguida,
suspensoes (10° células/mL) de microrganismos do biofilme de cinco sujeitos foram
sensibilizadas com azul de metileno (25 pg/mL) durante 5 min, em seguida, expostos a luz
vermelha de laser de argdnio, com densidade de poténcia de 100 mW/cm?® e fluéncia de
energia de 30J/cm®. Em seguida, cada amostra (individuos 1-5) foi dividida em duas partes. A
primeira parte, em suspensdo, foi exposta a PDT e a segunda parte foi utilizada para o
desenvolvimento de biofilme e, em seguida, também exposta a PDT com AM na concentracao
de 25 pg/ml. A PDT eliminou aproximadamente 63% das bactérias presentes na
suspensdo. Entretanto, nos biofilmes, a PDT foi menos eficiente, com uma de inibi¢do de
apenas 32% das bactérias no biofilme. As bactérias presentes nos biofilmes orais foram

menos susceptiveis a PDT quando comparadas a bactérias na sua forma planctonica.

Como a cavidade bucal é particularmente acessivel e adequada a iluminagdo, a PDT
também tem representado uma nova abordagem terapéutica no controle de biofilmes orais.
Nesta linha de pesquisa, os estudos estdo voltados para desenvolvimento ou descoberta de
fotossensibilizantes mais seletivos (KONOPKA; GOSLINSKI, 2007). A utilizagdo de FS e
doses de luz adequadas podem erradicar a praticamente todos 0s microrganismos na regiao.

No entanto, na cavidade bucal, onde existe um equilibrio com microflora nativa, isto € um


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fontana%20CR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19602126
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Konopka%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17652195
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problema em potencial, pois pode conduzir a proliferacio de organismos oportunistas. Este
inconveniente pode ser superado utilizando um FS ligado a um anticorpo que reconhece
apenas os organismos alvo (KOMERIK; MACROBERT, 2006). Com o desenvolvimento de
novos FSs mais seletivos e da fibra 6ptica, para melhorar o acesso da entrega de energia de
excitacdo, o tratamento de infec¢des causadas por fungos, por meio da terapia fotodinamica,

pode tornar-se uma nova abordagem terapéutica (BLISS et al., 2004).

2.2 PAPEL DOS AGENTES FOTOSSENSIBILIZADORES NA TERAPIA
FOTODINAMICA

Os fotossensibilizadores sdao geralmente compostos macrociclicos que exibem
nenhuma ou minima toxicidade inerente, mas resultam na geracdo de moléculas reativas de
oxigénio citotoxico quando ocorre excitacio com luz de comprimento de onda adequado
(PEREIRA GONZALES; MAISCH, 2012). Para se fazer uma escolha racional entre os
milhares de FSs e fontes de luz disponiveis, € necessario entender um pouco dos aspectos
mecanicos de como o FS se comporta com a iluminagdo e o que acontece quando é colocado
em contato com células de mamiferos em cultura de tecidos. A forma exata como a PDT
influencia nas vias celulares, € fortemente regulada pela localizagdo do FS na célula, que
depende de sua natureza quimica, tais como: peso molecular, lipofilicidade, anfifilicidade,
carga idnica e caracteristicas de ligacdo as proteinas; a concentracdo do FS, o tempo de
incubacdo, a concentracdo de soro e o fenétipo da célula alvo (CASTANO; DEMIDOVA;
HAMBLIN, 2004). Através da Microscopia confocal, Lam et al. (2011) observou que os FSs

podem localizar-se nas mitocondrias, bem como em outras membranas intracelulares.

z

O efeito fotodinamico da substincia fotossensivel especifica € atribuido a sua
capacidade de penetrar nos microrganismos susceptiveis, para absorver a luz de determinado
comprimento de onda, e para gerar produtos reativos de oxigénio citotoxico (RYSKOVA;
BUCHTA; SLEZAK, 2010). Os FS absorvem energia diretamente de uma fonte de luz e
pode, em seguida, transferir esta energia para a molécula de oxigénio para criar uma forma
ativada de oxigénio, chamado de oxigénio singleto ('0,). O '0, é extremamente electréfilo e
pode oxidar diretamente ligacdes saturadas nas moléculas e macromoléculas bioldgicas, sendo

o principal agente citotoxico relacionado com a PDT (OCHSNER, 1997).

Quando estes FSs sdo irradiados com luz ultravioleta ou visivel em determinados
comprimentos de onda, absorvem energia e passam a um estado excitado singleto ('S”). Este

estado 'S pode decair para o estado fundamental (°S) com emissdo de fluorescéncia, ou
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cruzar para um estado tripleto excitado &) por inversdo espontanea do spin do elétron
excitado. Uma vez formado, esta espécie de s pode participar em vdrias reacdes: pode
decair ao estado °S com emissdo de fosforescéncia, ou reagir por mecanismos fotoquimicos
do tipo I ou I Na reacdo do tipo I, 0 °S" pode reagir com um substrato organico ou uma
segunda molécula fotossensibilizadora, por transferéncia de elétrons ou hidrogénio. No tipo
II, o fotossensibilizador S pode transferir energia para o oxigé€nio molecular, gerando o3
e '0,. Estes processos podem ocorrer simultaneamente e a importancia de cada um depende
da molécula alvo, da eficiéncia da transferéncia de energia do sensibilizador para o O,, do
solvente e da concentracdo de O, (RONSEIN et al., 2006; DONNELLY; McCARRON;
TUNNEY, 2008; LYON et al., 2011).

Geracdo de moléculas reativas de oxigénio (ROS) pode seguir dois caminhos
alternativos apo6s ativagdo da luz por um dado FS. Apds a absor¢cdo de um féton, o FS sai do
estado fundamental e um estado animado do FS é formado. O estado animado é de curta
duracdo e pode ser submetido a cruzamento intersistema para o estado tripleto de vida longa,
ou, alternativamente, pode voltar ao estado fundamental por emissdo de fluorescéncia ou de
calor, ou ambos. Geralmente, o estado tripleto atua como um mediador das reacdes Tipo I e
Tipo II no processo de fotossensibilizac¢do. Tipo I: Geracao de peréxido de hidrogénio (H,0,),
radical hidroxila (HO") e anion superéxido (O") pela transferéncia de carga do FS no estado
animado. Tipo II: O estado tripleto do FS pode sofrer diretamente a troca de energia com o
oxigénio no estado fundamental, conduzindo a formagdo de oxigénio singleto, '0,. O ROS
gerado reage rapidamente com o seu ambiente dependendo da localizagdo do FS: paredes de

microrganismos, membranas lipidicas, peptideos, e dcidos nucléicos.

O oxigénio molecular, no estado fundamental, possui dois elétrons com spins
paralelos ocupando dois orbitaisp de mesma energia, chamados de degenerados,
caracterizando, portanto, um estado tripleto (3Ag'). Consequentemente, a redugdo direta do
oxigénio por dois elétrons € proibida pela regra de conservacdo do spin. Uma forma mais
reativa de oxigénio, conhecida como oxigénio singleto, pode ser gerada por um acréscimo de
energia. Nela, a restricio da regra de conservacdo do spin € removida. Sendo assim, o
oxigénio singleto é muito mais oxidante que o oxigénio molecular no seu estado fundamental.
Existem dois estados singleto do oxigénio: o primeiro estado excitado, 1Ag, tem dois elétrons
com spins opostos no mesmo orbital, possui uma energia de 22,5 kcal acima do estado
fundamental e tempo de meia vida em solvente aquoso de aproximadamente 10 s; o segundo

. 1a - L . . .
estado excitado, ‘A, tem um elétron em cada orbital degenerado, com spins opostos, € possui
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uma energia de 37,5 kcal acima do estado fundamental. O estado lAg' tem um tempo de vida
muito curto (10"'s) em meio aquoso, sendo rapidamente desativado para o estado lAg.

Portanto, apenas o primeiro estado apresenta interesse em sistemas bioldgicos e serd denotado

por 'O, (RONSEIN et al., 2006).

Os FS tém estruturas moleculares que sdo tipificadas por ligagdes duplas conjugadas
que contém um sistema deslocalizado de =-elétrons. No estado neutro (singleto), estes
elétrons sdo emparelhados em orbitais de spin de baixa energia. Apds a aplicagdo da luz
correspondente ao pico de absor¢do do FS, o elétron que ocupa o orbital molecular de maior
energia do FS fica animado e salta para o orbital molecular desocupado, excitando o FS a um
estado singleto animado, instdvel e de vida curta. O mais importante para o processo da PDT
€ a inversdo do spin do elétron animado, conhecido como cruzamento intersistema para
originar o estado tripleto do FS. Este estado tripleto é menos enérgico do que o estado
singleto animado, mas tem uma vida util muito mais longa (microssegundos). O elétron
animado, agora com um spin paralelo, ao contrdrio da sua antiga forma (elétron
emparelhado), pode ndo reverter imediatamente para um nivel mais baixo de energia, de
acordo com o Principio de Exclusdo de Pauli. Assim, o elétron animado no estado tripleto do
FS pode mudar sua orientacdo de spin (um processo relativamente lento) e emitir sua energia

como fosforescéncia, ou, alternativamente, o FS pode interagir imediatamente com moléculas

em seu ambiente, tais como o oxigénio molecular (DAI et al., 2012).

O FS, por si s6, ndo tem ou apresenta um insignificante efeito antimicrobiano. No
entanto, apds a irradiacdo com luz visivel de comprimento de onda apropriado, a substancia
em estado de repouso inicial torna-se instdvel. Durante este processo, fotons (energia) sdao
absorvidos pelo FS. Produtos citotoxicos altamente reativos podem ser produzidos quando
houver a presenca de oxigénio. O resultado da reacdo do FS com o oxigénio molecular € a
producdo de radicais Hidroxila (OH") e super6xidos, radicais de oxigénio ou oxigénio singleto
('0y). O oxigénio molecular no estado primdrio contém 6 elétrons na ultima camada de
energia, sendo dois desemparelhados. A transferéncia de energia pelo FS promove a inversao
do spin de um dos elétrons da molécula de oxigénio transformando-a do estado tripleto para
singleto. O oxigénio Singleto tem um periodo de meia vida muito curto (nanosegundos) e sua
difusdo limita-se a uma distincia de at€ 100 nm. Por isso, sua atividade citotdxica é confinada
somente ao local onde é produzido. Em consequéncia disto, para que fotoativacdo tenha
sucesso, € necessario um periodo de pré-irradiacdo, apOs a aplicacdo, para que o FS possa

acumular-se na célula-alvo (RYSKOVA; BUCHTA; SLEZAK, 2010).
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Em laboratério, o 'O, é frequentemente gerado por reacdes de fotossensibilizagdo.
Nestas reagdes, sdo utilizadas moléculas conhecidas como Fotossensibilizadores, tais como:
derivados de fenotiazinas (azul de toluidina e azul de metileno); porfirinas (hematoporfirina,
dcido delta-aminolevulinica), xantinas (rosa bengala), clorinas (de clorina (e6)); ftalocianinas
(disulphonated ftalocianina de aluminio, ftalocianinas catiénicas de zinco, disulphonated
ftalocianina de zinco) (RYSKOVA; BUCHTA; SLEZAK, 2010). O tetrapirrol, como
porfirina, clorinas e bacterioclorinas, € uma classe de FS que apresenta caracteristicas

promissoras para ser utilizada na terapia fotodinamica antimicrobiana (HUANG et al., 2010).

Para que a PDT seja realizada com sucesso, in vivo, € necessario assegurar que uma
quantidade suficiente de luz atinja todo o tecido doente. Isto envolve a compreensao de como
a luz se propaga dentro dos tecidos e dos efeitos relativos a absorcao e dispersdo da luz. O
fato de a maioria dos FSs serem tanto fluorescentes, quanto fotoquimicamente ativo, permite
que vdrias estratégias e protocolos possam ser combinados na terapia fotodindmica. O fator
mais importante que regula os resultados da PDT é forma como o FS interage com as células
no tecido ou lesdo alvo, e o aspecto chave desta interacdo estd relacionado a localizagcdo
intracelular do FS. Existem exemplos de FSs que se localizam nas mitocondrias, lisossomos,

reticulo endoplasmético, complexo de Golgi e membranas plasmadticas (CASTANO;

DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004).

Para a que as substincias fotossensiveis possam ser ativadas € necessario que sejam
expostas a luz visivel com um determinado comprimento de onda. A maioria destas
substancias € ativada pela luz entre 630-700 nm. Isto corresponde ao feixe de luz que penetra

no tecido em até 0,5-1,5 cm, e, a0 mesmo tempo, representa o limite para efeito terapéutico da

PDT (RYSKOVA; BUCHTA; SLEZAK, 2010).

Varios estudos mostraram a utilizacdo de FSs e luz visivel para destruir fungos. No
entanto, as propriedades fisico-quimicas necessarias para tornar mais efetiva a terapia
fotodinamica t€m sido pouco estudadas (DONNELLY; McCARRON; TUNNEY, 2008).

Segundo Castano; Demidova; Hamblin, (2004), as caracteristicas ideais dos FSs sao:

* Devem ter baixos niveis de toxicidade para os seres humanos e animais experimentais
no escuro e baixa incidéncia de toxicidade de funcionamento durante a irradiacdo;
= Devem absorver a luz em comprimentos de onda no vermelho ou entre a luz vermelha

e infra-vermelha, que tem a finalidade de penetrar nos tecidos;


http://pt.wikipedia.org/wiki/Porfirina
http://www.wordmagicsoft.com/dictionary/es-en/bacterioclorinas.php
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Huang%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20625146

22

= Eles devem ter faixas de absorcdo relativamente elevadas (> 20.000-30.000 M' cm-")
para minimizar a dose do FS necessdria para alcancar o efeito desejado. A sintese do
FS deve ser relativamente facil e a matéria-prima disponivel para sua produgdo deve
ser vidvel em larga escala.

= Devem ser um composto puro com uma composi¢do constante, prazo de validade
estdvel e ser solivel em dgua ou em uma mistura de solventes aquosos inofensivos.

* Nio devem agregar indevidamente em ambientes bioldgicos, pois isso reduz sua
efici€éncia fotoquimica.

* A eliminagdo farmacocinética do paciente deve ser rdpida, ou seja, deve ser menor que
um dia para que ndo seja necessdria a protecao pos-tratamento a exposi¢ao prolongada
da luz com a pele.

= Deve apresentar um intervalo de tempo curto entre a aplicacdo e a eliminacdo para
facilitar o tratamento ambulatorial que € mais agraddvel para o paciente e de baixo
custo.

= Naido trazer dor ao paciente, ja que a terapia fotodindmica, normalmente, ndo requer

anestesia ou sedacao profunda.

Em uma revisdo da literatura, que revisou os artigos publicados durante 51 anos (1960-
2011), sobre as aplicagdes clinicas da PDT no combate as infec¢des, Kharkwal et al. (2011)
verificaram que vdrios corantes mostraram-se ser muito eficazes in vitro e in vivo em modelos
de infeccdo em animais, mas a maioria destes FSs ainda estd sendo testada em ensaios
clinicos. Os FS que tém sido utilizados em estudos clinicos sdo restritos, entre eles podem ser
citados os corantes Phenothiazinium (azul de metileno, azul de toluidina, ¢ PP904
phenothiazinium); as porfirinas, incluindo ALA-PPIX e derivados de hematoporfirina;

vermelho neutro e polyethylenimine clorina conjugado (e6).

Para que uma molécula possa atuar como um eficiente FS, deve possuir a capacidade
de absorver a luz visivel, passando para um estado excitado e transferindo esta energia para o
oxigénio molecular. Moléculas que possuem tais caracteristicas sdo tipicamente estruturas
planares rigidas possuindo um alto grau de conjugacdo. Os FSs mais empregados na PDT
incluem as phenothiazinium, porphyrin e phthalocyanine que apresentam estruturas planas,
simples e triciclicas, tipicamente de natureza catidnica. Os compostos mais amplamente
usados sdo o azul de metileno e azul de toluidina (AT). Ambos sdo eficientes na producao de
oxigénio singleto e apresentam absorcdo maxima de luz com comprimento de onda de 656

nm, para AM, e 625, para TBO (DONNELLY; McCARRON; TUNNEY, 2008).
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Desde que foi sintetizado pela primeira vez em 1876, o azul de metileno (AM) tem
sido utilizado em diferentes dreas da medicina clinica, que vdo desde a quimioterapia do
cancro a desinfeccdo do sangue. Além disso, o AM formou a base da quimioterapia
antimicrobiana, em particular na zona dos antimaldricos. Mais recentemente, o potencial
efeito fotossensibilizante do AM e de seus congéneres foi reconhecido, fazendo com que
fossem aplicados em associacdo com a luz com intuito de produzir efeito antimicrobiano,
especialmente na desinfeccdo do sangue. A vasta utilizacdo do AM, como agente FS, estd
relacionada a combinag¢do da sua estrutura quimica simples com facilidade de produzir

reacoes de oxidacdo-reducdo in situ (WAINWRIGHT; CROSSLEY, 2002).

O AM tem uma forte absor¢do da luz em comprimentos de onda maiores do que 620
nm, em que a penetragdo de luz no tecido € a ideal. Caracteristicas como baixa toxicidade,
forte potencial antimicrobiano fotoativo e utiliza¢do e aceitagdo no campo da Medicina, faz
do AM um FS ideal para ser utilizado na terapia fotodinamica contra fungos (TEICHERT et
al., 2002).

O AM ¢€ uma molécula, de baixa toxicidade e efeitos colaterais reduzidos, que tem
sido utilizada com diferentes finalidades na microbiologia e farmacologia hé bastante tempo.
Entre suas indicacdes tradicionais, pode-se utilizar para corar organismos vivos e para tratar a
metemoglobinemia, doenca caracterizada pela quantidade anormal no sangue de
metemoglobina, que € a forma oxidada da hemoglobina. Ultimamente, tem sido utilizada na
PDT como droga fotossensibilizante em associagdo com uma fonte de luz continua. Suas
principais indicacdes incluem o tratamento de carcinoma de células basais, sarcoma de
Kaposi, melanoma, infeccdes virais e fungicas. Tem caracteristicas interessantes que
conferem a esta molécula um grande potencial de aplicacio em PDT. Ele absorve luz intensa
na janela terapéutica e desencadeia os mecanismos tipo I e tipo II, que danifica biomoléculas
e induz a morte em vdrios locais nas células alvo, tecidos e organismos. Portanto, como a
irradiacdo, pode ser utilizada para tratar uma variedade de doencgas cancerosas € nao

cancerosas (TARDIVO et al., 2005).

A eficécia da seletividade do FS para os microrganismos, mas ndo para os tecidos,
também € uma preocupacdo importante para evitar efeitos toxicos e danos aos tecidos do
hospedeiro na drea da infeccdo. Com relagdo aos FSs, existem vdrios fatores que ainda
precisam ser bem definidos, incluindo as propriedades fisico-quimicas dos mesmos, a dose de

aplicacdo, a taxa de absor¢@o da droga, a sua estabilidade e facilidade de aplicacio e remocao
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apds o uso. O efeito da PDT sobre o sistema imune do hospedeiro é caminho que requer
muitas investigacoes cientificas e pode ser um elo para o tratamento de infeccdes sist€émico
com esta modalidade de tratamento. Outro aspecto importante que necessita ser estudado € a
capacidade da PDT em destruir fatores de viruléncia segregados, como lipopolissacérideos e
outras proteinas que podem ser altamente vulnerdveis a oxidacdo por radicais reativos de

oxigénio gerados durante a PDT (KHARKWAL et al., 2011).

2.3 ETIOLOGIA E ETIOPATOGENIA DA CANDIDIASE

7z

A PDT antifiingica é uma 4rea de crescente interesse. As pesquisas avancam no
sentido de identificar os mecanismos fotoquimicos e fotofisicos envolvidos na fotoinativagao;
de desenvolver fotossensibilizantes potentes e clinicamente compativeis; de entender como
fotoinativacdo € afetada por elementos-chaves microbianos como fenotipicos resistentes,
sistemas de efluxo multidroga, formacdo de biofilmes, viruléncia e determinantes
patogénicos; de explorar novas plataformas de distribuicdo de FS e de identificar aplicacdes
da fotoinativacao além do ambiente clinico, tais como desinfetantes ambientais (DAI et al.,
2012; VERA et al., 2012). Em muitos casos, os resultados sdo promissores, mas ainda

preliminares, necessitando de uma investigacao mais aprofundada (VERA et al., 2012).

Candida albicans é o principal tipo de fungo capaz de causar infec¢des superficiais da
pele e mucosas, bem como infec¢des profundas, especialmente em pacientes
imunocomprometidos (PEREIRA GONZALES; MAISCH, 2012). A baixa contagem de
linfécitos T CDy+ (menor que 200 células/mL) tem sido tradicionalmente citada como o
maior fator de risco para o desenvolvimento de candidiase orofaringea. O surgimento
gradativo de outras espécies, além da Candida albicans, causa preocupagdo, principalmente
aquelas resistentes a azoélicos e outros agentes antifingicos (ANWAR; MALIK; SUBHAN,
2012).

A candidiase, cuja etiologia estd relacionada a Candida ssp., que colonizam
geralmente as superficies epiteliais do corpo, € muito mais prevalente em individuos
imunocomprometidos, como portadores de cancer, HIV/AIDS, diabetes, lactentes prematuros
e pacientes internados em UTI, em comparagdo com os pacientes sauddveis (CHABRIER-
ROSELLO et al., 2010). Embora a PDT tenha sido desenvolvida principalmente para
combater as lesdes cancerosas, esta terapia pode ser empregada para o tratamento de vdérias
condic¢des, incluindo doencas infecciosas. Um grande nimero de microrganismos, incluindo

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, virus, protozodrios e fungos, apresenta
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susceptibilidade a terapia fotodindmica antimicrobiana, fazendo desta modalidade de
tratamento uma alternativa para o tratamento de infec¢des flingicas (RYSKOVA; BUCHTA;
SLEZAK, 2010).

Candida albicans é a espécie de levedura patogé€nica mais comum, representando
cerca de 60% de todas as leveduras isoladas em amostras clinicas (PRATES et al., 2011).
Como exemplo dessa escassez de drogas antifiingicas pode-se citar o caso da anfotericina B.
Esta droga, que foi descoberta em 1950, ainda tem sido o medicamento de escolha para
pacientes imunocomprometidos afetados por infec¢des fungicas. O fluconazol, introduzida em
1988, tem sido amplamente utilizado para o tratamento de infec¢Oes causadas por leveduras;
no entanto, a resisténcia a este farmaco pode limitar o seu uso no futuro (PEREIRA

GONZALES; MAISCH, 2012).

Em 2012, Anwar; Malik; Subhan realizaram estudo prospectivo durante um periodo
de 2 anos (2010-2011) para verificar a presenca de infeccdo por Candida em pacientes
acometidos por AIDS. Apds os exames clinicos completos, foram coletadas amostras para
verificar a presenga de Candida. As espécies foram isoladas e testes de sensibilidade
antifingica foram realizados. As contagens de células CD4" de todos os pacientes foram
correlacionadas com a presenca (ou auséncia) de candidiase. De um total 165 pacientes com
HIV positivo examinados, 80 (48,8 %) dos pacientes tiveram diagndstico definitivo de
candidiase. Candida albicans foi a espécie mais comum de levedura isolada. Os pacientes
com candidfase tinham contagem de CD4 inferior a 200 células/mm” . A resisténcia maxima

foi observada com fluconazol, enquanto nenhuma resisténcia foi vista com voriconazol.

A alta prevaléncia de resisténcia a drogas requer o desenvolvimento de novos agentes
antifingicos contra infec¢des causadas por fungos patogé€nicos oportunistas, tais como
Candida albicans (DOVIGO et al., 2011; LAM et al., 2011). O uso descontrolado de
antifingicos azodlicos, como fluconazol, itraconazol, cetoconazol e voriconazol, para o
tratamento de infec¢des de mucosa e sistémica de Candida ssp. pode resultar na sele¢dao e/ou
aparecimento de cepas resistentes. Apesar da natureza multifatorial da resisténcia a azoélicos,
acredita-se que pode esta relacionada alteracdes nos genes do fungo, que codificam a enzima
alvo do azol e o papel da regulacdo positiva de bombas de efluxo (SANGUINETTI, 2005).
Virias abordagens tém sido propostas para superar a resisténcia antifingica mediada por
efluxo da droga, tais como: utilizacdo de antifiingico alternativo que nao apresente substrato

para bomba de efluxo (como equinocandinas, uma nova classe de antifingico); bloqueio do
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fornecimento de energia ao fungo e inibi¢do farmacoldgica direta das bombas de efluxo

(PRATES et al., 2011).

H4 uma necessidade urgente de buscar e implantar novas e eficazes medidas
antifingicas alternativas. A PDT foi estabelecida como uma modalidade de sucesso no
tratamento das patologias citadas acima, mas a inativa¢do fotodindmica s6 recentemente foi
intensamente investigada como uma descoberta antimicrobiana alternativa (DAI et al., 2012).
O conceito de inativacdo fotodindmica requer exposicdo de células a energia da luz,
normalmente com comprimentos de onda na regido visivel que faz com que haja excitacdo de
moléculas de FS, exdgenas ou enddgenas, o que resulta na producio de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Os ROS produzem inativacdo e morte celular através da modificacdo de
componentes intracelulares. As caracteristicas versiteis da PDT levaram a sua investigacdo

como uma descoberta para o tratamento anti-infeccioso (VERA et al., 2012).

O desenvolvimento de candidiase depende do sistema de defesa do hospedeiro e é
considerado um preditor, independente de imunodeficiéncia, em pacientes com a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (MANG; MIKULSKI; SALA, 2010). Também pode esta
associada a dispositivos médicos de longa permanéncia (por exemplo, implantes dentdrios,
cateteres, valvulas cardiacas, enxertos vasculares, lentes oculares, articulacdes artificiais e
derivagdes do sistema nervoso central), que podem atuar como substratos para o crescimento

do biofilme (LAM, et al., 2011).

z

A parede celular fungica € constituida por uma camada espessa de betaglucano e
quitina e também proporciona uma barreira a permeabilidade do agente FS (KHARKWAL et
al., 2011). Os fungos apresentam uma estrutura celular muito mais complexa que as bactérias.
As leveduras constituem um grande grupo de microrganismos eucariontes, que sdo envolvidas
por uma parede celular externa composta por glucano, quitina e lipoproteinas e € separada da
membrana plasmatica por um espaco periplasmético. A absor¢do de substancias exdgenas por
fungos € geralmente afetada pela lipofilicidade e pela hidrofilicidade do seu revestimento
celular. Apds a captagdo, o FS € direcionado a alvos intracelulares. A presenca do agente
nestes alvos € importante, pois o oxigénio singleto € altamente reativo e apresenta um tempo
de vida curto apds a sua producdo quando € irradiado. Assim que o oxigénio singleto é
formado pela excitacdo da luz no FS, apresenta efeito oxidante contra as enzimas do fungo,
tais como superéxidos dismutase e catalase, que sdo uma importante defesa antioxidante na

maioria das células expostas ao oxigé€nio. Isto explica o fato de ndo existir diferenca na
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susceptibilidade a PDT entre organismos resistentes aos antiflingicos convencionais € 0s nao

resistentes estudados (DONNELLY; McCARRON; TUNNEY, 2008).
2.4 INATIVACAO DE Candida albicans POR TERAPIA FOTODINAMICA

Teichert et al. (2002) avaliaram a eficiéncia da terapia fotodindmica, utilizando o AM
nas concentragoes 250, 275, 300, 350, 400, 450, ou 500 pug/ml, no tratamento da candidiase
oral induzida em ratos imunodeficientes. Setenta e cinco animais foram incubados, por via
oral, com Candida albicans coletadas de pacientes HIV - positivos trés vezes ao dia por 4
semanas. Para o tratamento, foi realizada uma administracdo tépica de 0,05 mL de uma
solucdo de AM nas concentragdes ja citadas. Apds 10 minutos, as lesdes de candidiase, do
grupo experimental, foram submetidas a terapia fotodindmica com 664 nm de luz laser de
diodo a 275 J/em® e 400 mW durante um tempo de 687,5 segundos. Decorrida a terapia
fotodinamica, realizou-se uma cultura das lesdes e exame histopatolégico do tecido da area
afetada. Os resultados indicaram que o efeito foi diretamente proporcional a concentragao do
agente FS, quando nas concentracdes ente 250 e 400 pg/ml, reduziu o crescimento do fungo,
mas ndo eliminou totalmente a Candida albicans. J4 nas concentracdes de 450 e 500 pg/ml de
AM, a C. albicans foi totalmente erradicada da cavidade bucal. Para os autores deste estudo, a
terapia fotodinamica mediada por AM pode ser usada potencialmente para o tratamento de

candidiase oral em pacientes imunodeficientes.

A demonstragdo cientifica da susceptibilidade de Candida ssp. a PDT, usando um
corante ou FS que ja esta sendo utilizado na clinica médica, € um passo importante para que
esta modalidade de tratamento se torne uma nova estratégia terapéutica com potencial para
tratar a infecc@o fungica. Claramente, seletividade destes agentes é uma questdo importante,
pois as células humanas sauddveis podem ser suscetiveis a danos causados por eles. A
aplicacdo topica do FS e da luz, apenas nas areas afetadas por candidiase mucocutanea, faz
com que essas infec¢cdes possam ser tratadas com PDT com o minimo de efeitos colaterais

locais (BLISS et al., 2004).

Souza et al. (2006) estudaram os efeitos da terapia fotodinamica sobre a viabilidade de
diferentes espécies de Candida. Foram preparadas suspensdes de Candida albicans, Candida
dubliniensis, Candida krusei e Candida tropicalis, contendo 10° células/mL. De cada uma das
espécies, 10 amostras da suspensdo de células foram irradiadas com laser de diodo (4 = 685
nm e densidade de energia de 28 J/cm?) na presenca de AM (0,1 mg/mL) por 5 minutos; 10

amostras foram apenas tratadas com AM (0,1 mg/ml por 5 min), sem exposicao a luz laser; 10
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amostras foram irradiadas com o laser na auséncia do corante e 10 amostras ndo foram
expostas luz de laser, nem ao corante AM. De cada amostra, uma série de dilui¢des de 102 e
10 foram obtidos e aliquotas de 0,1 ml de cada diluicdo foram plaqueadas em duplicata em
dgar dextrose Sabouraud. Apds incubag¢do a 37 ° C por 48 horas, o nimero de unidades
formadoras de colonia (UFC/ml) foi obtido e os dados foram submetidos a andlise de
variancia e teste de Tukey (p <0,05). Os pesquisadores observaram que a fotoativagdao do AM
na concentracdo de 0,1mg/mL reduziu o nimero de UFC/ml em 88 Candida krusei e 82,3%
para a Candida tropicalis. A radiagdo laser ou AM sozinho ndo reduziu significativamente o
nimero de UFC/mL em todas as amostras de Candida, com excec¢do de Candida tropicalis,

que foi a dnica espécie apresentou susceptibilidade a luz lazer na auséncia do FS. Neste

estudo a PDT apresentou efeito fungicida em todas as espécies de Candida pesquisadas.

Munin et al. (2007) estudaram o efeito da PDT na inibicdo da formacgdao de tubo
germinativo por Candida albicans, que € um estado de transi¢@o entre células e brotamento de
hifas e representa uma etapa essencial para a viruléncia do fungo. As culturas de Candida
albicans foram semeadas em Agar Dextrose Sabouraud e incubadas a 37 °C por 48 h. Apés a
incubacdo, amostra de coldnias foi removido da superficie do dgar e preparadas suspensdes de
solucdo fisioldgica estéril (0,85 %) com densidade células vidveis de 1-5 x 10" A suspensao
de Candida foi semeada em placas de microtitulacdo com 96 pocos, nos quais foi adicionado
AM com concentracdes que variaram entre 0, 027 a 13,37 mM. Apds um periodo de
incubagdo de 5 min as placas foram iluminadas com laser de diodo com drea do feixe de 0,38
cm?, poténcia de 0, 035 W, comprimento de onda de 683 nm e densidade de energia de 28
J/em?. Aliquotas dos pogos foram diluidas 100 vezes com solugdo fisioldgica estéril e
uniformemente espalhada em uma placa de Petri, que formam novamente incubadas (37 °C
por 48 h). Apés este periodo, o nimero de unidades formadoras de colonias por mililitro
(UFC/mL) foi determinado. O aumento da concentracdo de AM de 0, 027 a 0,27 mM reduziu
drasticamente o niumero de UFC/mL apds a irradiacdo. Concentracoes de AM superiores a
0,27 mM diminuiram progressivamente o efeito do laser. Na auséncia de irradiagdo com laser,
0 AM nao produziu redu¢do de UFC/mL nas concentragdes variando entre 0, 027 a 13,37
mM. As células tratadas com AM (0,013mM) associada com a irradiacdo com luz Laser

apresentaram minima ou nenhuma formacao de tubo germinativo.

Chabrier-Rosell6 et al. (2010) avaliaram o efeito da terapia fotodindmica sobre
Candida albicans e Candida glabrata, que apresentavam deficiéncia respiratoria e, portanto

um padrio de resisténcia a familia antifingicos azdlicos, peptideos antimicrobianos,
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histamina salivares e a outros tipos de estresse toxico. Utilizaram o Photofrin® como FS. Em
contraste com este padrdo de resisténcia, ambos as espécies de Candida albicans e a Candida
glabrata foram significativamente mais sensiveis a PDT em comparacdo com as espécies nao
resistentes. Estes dados sugerem que a funcdo mitocondrial normal pode fornecer um nivel

basal de defesa anti-oxidante contra a fototoxicidade induzida pela PDT.

Cadastro et al. (2008) tratou um paciente leucoderma, do sexo feminino, com 56 anos
de idade e com diagndstico de lesdes orais recidivantes localizadas nas comissuras labiais. Na
anamnese, o paciente relatou possuir diabetes mellitus, hipertensdo controlada, que as lesdes
recidivavam frequentemente ha mais de dois anos e que ja tinha realizado diversas manobras
terapéuticas que resultaram em insucesso, como aplicacio tépica de miconazol trés vezes ao
dia por um longo periodo, e por vezes associado de forma sistémica. Ao exame clinico intra e
extra bucal observou-se lesdes acometendo bilateralmente a regido de comissura labial, com
ulceras fissurais, leito hiperémico, hemorrdgico e halo eritematoso com presenca de
descamacdo e ruptura do epitélio, seguido de intensa dor. O diagndstico das alteragdes foi
baseado nas caracteristicas clinicas, confirmados por exame citoldgico. Foi realizado o teste
para avaliacdo do fluxo salivar, que resultou em valor moderado, confirmando presenca de
xerostomia leve. Como conduta de tratamento, aplicou-se com swab estéril, com leves toques,
o agente azul de metileno a 0,1 mg/ml em toda extensdo da lesdo seguido da aplicacdo unica
do laser de baixa intensidade de poténcia (Arseneto de Gdilio e Aluminio — GaAlAs) — a
790nm e 30 mW de poténcia, durante 2 minutos e 20 segundos, de forma pontual até
contemplar toda drea da lesdo clinica, gerando uma densidade de energia de 4 J/cm2. A
paciente foi avaliada no 3° e no 7° dia e apds uma proservacao de mais de seis meses nao
houve a presenca de recidivas. Concluiram que o tratamento da queilite angular, utilizando a
terapia fotodindmica, evidenciou auséncia de lesdes clinicas e citoldgicas, reforcando facil
aplicabilidade, sem a presenca de efeitos colaterais adversos, tornando-se um método

alternativo de tratamento efetivo e recomendado.

Diferentes membros da mesma classe de microrganismo parecem ter diferentes
padrdes de suscetibilidade a terapia fotodinamica antimicrobiana devido a determinantes
metabolicos intrinsecos, tais como: defesa enzimatica contra moléculas reativas de oxigénio e
bombas de efluxo que reconhecem as moléculas do FS (PRATES et al., 2011). A PDT, com
AM, aumenta a permeabilidade da membrana celular em Candida albicans, o que poderia

reduzir a resisténcia deste microrganismo contra outras drogas. Desta forma, a PDT pode



30

também ser empregada como um coadjuvante da quimioterapia antifiingica convencional

(LYON etal., 2011).

Estudando os mecanismos pelos quais a PDT produzem efeito antimicrobiano contra
Candida albicans, Giroldo et al. (2009) utilizaram suspensao de Candida albicans (ATCC 10-
231), com uma densidade 1-5 x 107 células vidveis/mL, que foram semeadas em placas de
microtitulacio com 96 pocos. Em seguida, foi adicionado as suspensdes AM nas
concentracoes entre 0,01 mg/mL e 0,5 mg/mL, resultando em um volume final de 0,2 ml por
cada pogo. Ap6s um periodo de incubacdo de 5 min, foi aplicada a luz de um laser de diodo,
com poténcia de 35 mW de saida e comprimento de onda de 684 nm. A area iluminada pelo
feixe de laser foi de 0,38 cmz, resultando em uma dose de energia de 28 J/em?. Aliquotas de
50 puL foram retiradas antes e apds a iluminacdo para determinar o nimero de unidades
formadoras de col6nias (UFC/mL). O aumento da concentracdo do AM aumentou o efeito da
PDT no crescimento de Candida albicans, mas este resultado nao foi observado na auséncia
de irradiacdo. Na presenca de AM a 0,05 mg/mL, houve uma reducio de 50% da UFC/mL.
No entanto, em concentracdes superiores a 0,05 mg/mL, ocorreu uma redug@o progressiva na
inibicdo do crescimento do fungo. A inativacdo do crescimento foi associada ao aumento da
permeabilidade da membrana plasmadtica, o que sugere que ap0s a irradiagdo, AM pode levar
a producgdo de oxigénio singleto e outras moléculas reativas de oxigénio, que podem danificar

a membrana da célula e, por conseguinte, promover a morte celular.

Mang; Mikulski; Sala (2010) testaram o efeito da terapia fotodindmica (PDT) sobre
espécies de Candida (Candida albicans, Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida
krusei e Candida tropicalis) resistentes e sensiveis ao fluconazol e a anfotericina B, que foram
isoladas de pacientes adultos com AIDS. Utilizaram o Photofrin (25 pg/mL), como FS, e luz
lazer KTP: YAG (comprimento de onda = 630 nm, densidade de poténcia = 150 mW/cm? e
doses de = 45, 90, 135 J/cm®). Os resultados mostraram uma significativa redugdo na
viabilidade de Candida em todas as doses de luz. Este estudo demonstrou que a PDT,
induzida por Photofrin, pode eliminar espécies de Candida com eficiéncia significativa. As
cepas, que tinham demonstrado resisténcia antifingica a fluconazol e anfotericina B, isoladas
de pacientes com AIDS, apresentaram sensibilidade equivalente a PDT, assim como os
controles formados por cepas ATCC, nao resistentes, da mesma espécie. Os controles foram
formados pelas culturas que nio foram tratadas com PDT, que foram apenas irradiadas, sem o

Photofrin, e por as que foram tratadas apenas com o FS.
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Em um estudo que utilizou Fotogem®, como FS, e diodo emissor de luz (LED), como
luz visivel (A = 455 nm e 12,5 mW/cmz), Dovigo et al. (2010) avaliaram o efeito da PDT na
susceptibilidade, in vitro, de quatro espécies de Candida (Candida albicans , Candida
dubliniensis , Candida tropicalis e Candida krusei). Suspensdes de cada espécie (10°
UFC/mL) foram tratadas, no escuro, com trés concentragdes diferentes de FS (10, 25 e 50
mg/L) durante 30 minutos. Em seguida, foram irradiadas com trés fluéncias ou doses de luz:
18,0; 25,5 ¢ 37,5 J/em? de luz LED, que corresponde aos tempos de 50, 34 e 24 minutos. As
suspensoes controles foram tratadas apenas com FS, apenas expostas a luz ou nem expostas
luz, nem ao FS. Dezesseis condi¢des experimentais foram obtidas e cada condicdo foi
realizada em triplicata. De cada exemplo, diluicdes em série foram obtidas e as aliquotas
foram plaqueadas em Agar Sabouraud Dextrose. Depois a incubacdo das placas (37 °C
durante 48 horas), as colonias foram contadas (UFC/mL). Foi observada a eliminacao
completa de Candida albicans com uma dose de luz de 18,0 J/cmz, em associacdo com 50
mg/L de FS. C. dubliniensis foram inativadas apos 18,0 J/ecm?, utilizando 25 mg/L do FS. A
inativacdo de Candida tropicalis, foi observada apds a fotossensibilizagdo com 25 mg/L e
subsequente iluminacdo de 25,5 J/cm®. Para Candida krusei, nenhuma das associacdes entre
FS e luz resultou em completa inativacdo desta espécie. A PDT se mostrou eficaz para a
inativagdo de Candida albicans, Candida dubliniensis e Candida tropicalis e reducao

significativamente a viabilidade celular de Candida krusei.

Em 2011, Pupo et al. avaliaram a susceptibilidade de Candida albicans a terapia
fotodinamica e, paulatinamente, comparou a eficicia dos agentes fotossensibilizantes azul de
metileno e azul de toluidina, ambos na concentragdo de 100 pg/mL. Como fonte de luz, foi
utilizado o laser indio-galio-aluminio (InGaAl) com densidade de energia de 53 J/em?®. Foram
preparadas suspensdes de 10° células/mL de Candida albicans e colocadas em placas de
microtitulacio de 96 pocos, nas quais foram adicionados os corantes. Em seguida, foi aplicada
a luz laser por 5 minutos e as placas foram incubadas por 48 horas a 37 °C. Os resultados
foram obtidos pelo nimero de unidades formadoras de colonia por mL (UFC/mL). Os
resultados mostraram que o nudmero de células vidveis de Candida albicans reduziu
significativamente apds a aplicacdo da luz laser associada ao azul de metileno e azul de

toluidina.

No estudo de Dai et al. (2011), infeccdes cutaneas por Candida albicans em
camundongos foram tratadas com PDT, utilizando os FSs: o azul de toluidina a 82% (TBO), o

azul de metileno a 85% (AM) e um novo azul de metileno (NAM) a 70%, que foram ativados
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com luz vermelha emitida ndo-coerente (LumaCare, Newport Beach, CA), com espectro de
luz visivel de 635 + 15nm para TBO-NAM, 660 + 15nm para AM. Para a inativagdo
fotodinamica de Candida albicans, in vitro, foram adicionados as suspensdes de Candida
albicans (107 UFC/mL) os FS na concentracdo de 20 uM e, em seguida, foi realizada a
irradiacdo com luz visivel (32,5 mW/cm?) nos tempos de O, 1, 2, 3, 4, e 5 min, que
correspondem respectivamente as doses de luz de 0 ; 1,95; 3,90, 5,85, 7,80 , € 9,75 J/em?. Os
resultados, in vitro, da PDT produziu uma inativacio de 4,43 log,o UFC de Candida albicans
quando foi utilizado o0 NAM como FS na uma dose de luz de 9,75 J/cm®. Nas condi¢des
equivalentes, o AM e TBO apresentaram uma inativacdo modesta. As feridas produzidas por
abrasdo da pele foram inoculadas com uma gota (40 uL) da suspensdo de cultura preparada,
contendo 10° ou 10" UFC/mL de Candida albicans. A PDT, in vivo, foi iniciada entre 30 min
e 24 h ap6s a inoculac@o do fungo. Foi aplicada uma dose de luz de 78 J/ cm” (30 min apos a
infeccdo) ou 120 J/ecm® (24 h pés-infecgdo). Os resultados mostraram que o NAM foi superior
a TBO e AM como a FS na inativagdo fotodinamica de Candida albicans in vitro. A eficicia
da PDT foi diretamente proporcional a concentragdo de FS e a densidade de células fungicas.
Estes dados sugerem que a PDT € uma abordagem vidvel para a profilaxia e tratamento de

infeccdes cutaneas de Candida albicans.

O estudo de Mima et al. (2011) provou que a terapia fotodindmica pode reduzir a
carga de fungos em dentaduras, podendo ser usada como um tratamento coadjuvante da
estomatite protética. Para a realizacdo desta pesquisa utilizaram: o FS (Fotogem®), que foi
iluminado com luz LED, e diferentes espécies de Candida (Candida albicans, Candida
glabrata, Candida tropicalis, Candida dubliniensis e Candida krusei) em préteses totais
superiores. 34 préteses, confeccionadas para o estudo e esterilizadas com Oxido de
etileno, foram inoculadas individualmente com uma das espécies de Candida e incubadas a 37
°C por 24h. As dentaduras submetidos a PDT (FS+L+) foram pulverizadas individualmente
com 50 mg/L de FS e, ap6s 30 min, iluminadas por uma luz de LED por 26 min (37,5
J/cm2). Préteses adicionais foram tratados apenas com o FS (FS+ L-) ou LED (FS- L+) ou ndo
tratadas (FS- L-). As amostras das diluicdes em série foram espalhados em agar Sabouraud
dextrose e incubadas a 37 © C durante 48 h. As colonias foram contadas e os valores de log
(UFC/mL) foram analisados. Com resultados encontrados, foi possivel observar que todas as
espécies de Candida tratadas com PDT apresentaram reducdo significativa que variou entre
1,73 a 3,99 logjp nos valores de UFC/mL em compara¢do com o grupo que nao recebeu o

tratamento. Redugdes significativas (p <0,05) também foram observadas nos grupos tratados
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apenas com o FS (FS+ L-) ou somente com Luz (FS -L+) em comparagdo o grupo sem
tratamento (FS-L-). Esta investigacdo demonstrou que a PDT, através da aplicacao tépica de
Photogem® seguido pela ilumina¢do de com luz LED azul, aplicada as dentaduras, promoveu
uma reducdo significativa na viabilidade das diferentes espécies de Candida comumente

encontradas em proteses dentdrias.

Um FS natural, que € considerado uma droga da nova geragdo para PDT, denominado
de Hipericina, foi utilizado por Rezusta et al. (2012) para avaliar os efeitos da PDT contra
vérias espécies de Candida. Para determinar possiveis efeitos colaterais do FS, avaliaram sua
fototoxicidade aos queratindcitos (HaCaT) e aos fibroblastos dérmicos (hNDF). Um efeito
fungicida 3 logo foi observado para duas espécies de Candida albicans, Candida parapsilosis
e Cdndida krusei nas concentracdes de hipericina de 0,625, 1,25, 2,5 e 40 uM,
respectivamente, a uma fluéncia de 18 J/cm?” (lampada LED emitindo em 602 + 10 nm). Para
conseguir uma reducgdo de 6 log;, foi necessario uma dose de luz de 37 Jiem? e concentragoes
de hipericina significativamente mais elevados, tais como: 5 uM para Candida albicans;
320uM para C. parapsilosis e C. krusei. Os queratindcitos e fibroblastos podem ser
preservados, mantendo a concentracio de hipericina abaixo de 1 uM e a dose de luz inferior a

37 J/em?>.

ApOs concluir uma revisdo dos artigos publicados sobre Inativacdo fotodindmica
antimicrobiana para controlar infecgdes por Candida albicans tanto na forma planctonica
quanto de biofilme, Pereira Gonzales; Maisch (2012) concluiram que o aumento mundial de
resisténcia aos antimicrobianos tem resultado na busca por terapias antimicrobianas
alternativas, tal como a terapia fotodindmica antimicrobiana para o tratamento de infec¢des
por Candida albicans susceptiveis ao tratamento topico. Segundo os autores, a auséncia de
genotoxicidade e mutagenicidade de fungos ou células humanas favorece a seguranca da
terapia em longo prazo. Observaram ainda que os estudos demonstram que nem o FS, nem as
subsequentes reagdes localizadas, em virtude da fotoativagcdo, podem causar danos aos tecidos
circundantes ou perturbar a flora residual do tecido. As indicacOes promissoras desta terapia
seria para erradicar infeccdes orais em uma Unica sessdo principalmente em pacientes mais
susceptiveis e particularmente propensos a desenvolver resisténcia, como HIV positivos ou
doentes submetidos a quimioterapia. O desenvolvimento da resisténcia microbiana a
fotossensibilizacdo ainda estd em debate. Se os microrganismos podem desenvolver

resisténcia aos radicais de oxigénio, como por exemplo, o oxigénio singleto, é questiondvel,
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uma vez que o processo fotodinamico € tipicamente multialvo € o mecanismo de agdo €

diferente do da maioria dos medicamentos antimicrobianos.

Para Snell; Foster; Haidaris (2012), a aplicacdo clinica da PDT depende de estratégia
para melhorar o poder inibi¢do microbiana e minimizar os danos teciduais do hospedeiro.
Para os autores supracitados, aumentar a sensibilidade dos agentes infecciosos para a PDT
podera alcancar estes objetivos, tais como interferir no metabolismo respiratério do fungo. A
partir destes conceitos os pesquisadores avaliaram compostos de uso clinico para aumentar o
estresse oxidativo causado pela PDT, contribuindo para formagdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Utilizaram o FS catidnico meso-tetra (N-metil-4-pyridyl) porphine Tetra
tosilato (MP-1363) e luz visivel a partir de uma caixa equipada com um banco lampadas
fluorescente (1,0 Jlem?; 575-700 nm). Foram testados vdérios antifliingicos, miconazol,
clotrimazol, cetoconazol, e fluconazol, para avaliar sua capacidade para aumentar a o efeito
PDT in vitro. Apesar do miconazol e cetoconazol terem estimulados a producdo de ROS,
somente o miconazol potencializou a inativacdo das células de Candida albicans. Os dados
sugerem que o miconazol poderia ser utilizado para aumentar a eficicia da PDT contra

Candida albicans.

Em 2013, Kato et al. realizaram um estudo cujo o objetivo foi avaliar se a exposicao a
PDT pode alterar as caracteristicas de patogenicidade de células de Candida albicans.
Diferentes métodos de andlise foram empregados para avaliar o efeito da PDT, mediada pelo
AM, sobre a capacidade de crescimento celular, sobre a formagdo de tubos germinativos e
sobre o potencial para causar infeccdo sist€émica ou patogenicidade. Também foram avaliados
a susceptibilidade de Candida albicans ao fluconazol e sua sensibilidade a diferentes agentes
indutores de stress, como dodecilsulfato de s6dio (SDS), a cafeina, o per6xido de hidrogénio
(H,0,), menadiona e NaCl. A Candida albicans foi exposta a PDT subletal usando AM como
um FS (0,05 mM por 10 min), combinada com um laser de diodo GaAIAs (A 660 nm, 75
mW/cmz, 9a?27 J/crn2). In vitro, avaliou-se os efeitos da PDT sobre crescimento de Candida
albicans, formagdo de tubo germinativo, a sensibilidade para o estresse oxidativo e osmotico,
a integridade da parede celular, e suscetibilidade fluconazol. In vivo, avaliou a patogenicidade
de Candida albicans com um modelo de infec¢do sist€émica em rato. A sobrevivéncia dos
animais foi avaliada diariamente. A PDT, com AM, reduziu a taxa de crescimento € a
capacidade de Candida albicans para formar tubos germinativos em comparacdo com células
ndo tratadas (P <0,05). A sobrevivéncia de ratos infectados sistemicamente com Candida

albicans e pré-tratados com PDT foi significativamente aumentada em comparacdo com
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ratinhos infectados com levedura e nao tratados (P <0,05). PDT aumentou a sensibilidade de
Candida albicans ao sulfato de dodecilo de sddio, cafeina, e peréxido de hidrogénio. A
concentracdo inibitéria minima (MIC) do fluconazol para Candida albicans também foi
reduzida apés a PDT. No entanto, nenhum desses parimetros patogénicos foi alterado nas
células filhas de Candida albicans submetidas a PDT. Estes dados sugerem que a PDT pode
inibir os fatores de viruléncia e reduzir in vivo a patogenicidade de Candida albicans. A
auséncia de alteracoes em células-filhas indica que os efeitos PDT sdo transitérios. A redugao
de valores de MIC para fluconazol sugere que este antifingico pode ser combinado com PDT

para o tratamento de infec¢des de Candida albicans.

Um melhor conhecimento dos mecanismos de resisténcia da Candida albicans pode
proporcionar o desenvolvimento de novos tratamentos, como também a combinacdo da
Inativacdo fotodindmica antimicrobiana com outras terapias (PEREIRA GONZALES;
MAISCH, 2012).
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3 ARTIGO

FOTOINATIVACAO DE Candida albicans UTILIZANDO AZUL DE METILENO

COMO FOTOSSENSIBILIZADOR

PHOTOINACTIVATION OF Candida albicans USING METHYLENE BLUE AS

PHOTOSENSITIZER

RESUMO

Introduciao: A Candida albicans é um desafio a saide publica devido a quantidade de
espécies resistentes. Objetivo: avaliar o efeito da terapia fotodindmica na inativacdo de
células planctonicas de Candida albicans (ATCC10231), empregando azul de metileno, 150
ug/mL, como fotossensibilizador. Método: Aliquotas de 100 pg/mL da suspensdo do fungo
na concentracdo de 10° células/mL foram semeadas em placas de microtitulagdo com 96
pocos, onde foi depositado o mesmo volume de azul de metileno, permanecendo em um
periodo de pré-irradiacio de 5 min. Em seguida, aplicou-se luz laser de baixa poténcia
(comprimento de onda: 660 nm, poténcia: 100 mW e dose: 426 J/cm®) por 128s,
utilizando um Laser semicondutor portatil (Laser DUO®, GaAlAs, InGaAlP, MM OPTICS
LTDA, Sao Carlos, SP- Brasil). Experimentos controles foram realizados, sem iluminagdo e
na auséncia de azul de metileno, outro na presenca de azul de metileno sem iluminagdo, e com
iluminacdo, substituindo o fotossensibilizador por solucdo salina. De cada condicdo
experimental, dilui¢des em série (10" a 107) foram obtidas e aliquotas de 25 pL foram
plaqueadas em duplicata em Agar Sabouraud Dextrose. Apds este periodo, o nimero de
unidades formadoras de coldnias por mililitro (UFC/mL) foi determinado e os dados foram
submetidos a andlise de variancia e teste de Kruskal Wallis (p <0,05). Resultados: Na
concentracdo de 150 pg/mL e tempo de 5 min de incubacdo, a reducdo foi significativa

(p<0,05), na auséncia de irradiacdo, o azul de metileno ndo produziu reducao de UFC/mL.
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Conclusido: A Terapia Fotodindmica apresentou efeito antifiingico contra Candida albicans,
podendo ser utilizada como coadjuvante ao tratamento convencional.

Palavras- chave: Candida albicans; Terapia fotodindmica; Azul de metileno

ABSTRACT

Introduction: Candida albicans is a major challenge to public health because of to the
amount of resistant species. Objective: To evaluate the effect of photodynamic therapy in the
inactivation of Candida albicans planktonic cells (ATCC10231), using methylene blue, 150
mg / mL, as a photosensitizer. Method: Aliquots of 100 ug / ml of the fungal suspension in a
106 cells / ml concentration were seeded in microtiter plates with 96 wells, which was
deposited with the same volume of methylene blue, remained at a 5 min pre-irradiation. Then,
it was applied low power laser light (wavelength: 660 nm, power: 100 mW and dose: 426 J /
cm?2) for 128s using a portable semiconductor laser (Laser DUO®, GaAlAs, InGaAlP, MM
OPTICS LTDA, Sao Carlos, SP Brazil). Control experiments were performed without
illumination, in the absence and presence of methylene blue and with illumination replacing
the photosensitizer by saline. In each experimental condition, serial dilutions (10-1 to 10-3)
were obtained and 25 uL aliquots were seeded in Sabouraud Dextrose Agar duplicate . After
this period, the number of colony forming units per milliliter (CFU / mL) was determined and
the data were submitted to variance analysis and Kruskal Wallis test (p <0.05). Results: At
the concentration of 150 ug/ml, and time of 5 min incubation, the reduction was significant
(P0.05) in the absence of irradiation, methylene blue produced no reduction in CFU/mL.
Conclusion: Photodynamic Therapy presented antifungal effect against Candida albicans and

can be used as an adjunct to conventional treatment.

Descriptors: Candida albicans; Photochemotherapy; Methylene blue.



42

INTRODUCAO

Fungos oportunistas podem provocar infec¢des superficiais ou invasivas graves, em
pacientes aparentemente sadios e especialmente em pacientes debilitados ou
imunocomprometidos. Devido a dificuldades no diagnéstico e a disponibilidade limitada de
drogas antifingicas eficazes, representam uma ameaca crescente para a saide humana,

podendo resultar em alta mortalidade atribuivel.'

A Candida albicans € um fungo oportunista, que para o desenvolvimento da infec¢ao
necessita de alguns fatores predisponentes sistémicos e locais, que segundo Naglik et al.2, sdo,
por exemplo, os agentes imunossupressores, antibidticos, estrogénios, xerostomia, uso de
protese e higiene bucal deficiente. Em pacientes imunodeprimidos, como os individuos com
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), a candidose bucal é a manifestacdo flingica
mais comum constituindo um indicador da progressio da infeccdo por Virus da

Imunodeficiéncia Humana (HIV).

Segundo Lam et al.3, as infec¢des causadas por fungos, como por Candida,
representam um sério desafio a saide publica, com elevada importancia socioecondmica
principalmente devido as espécies resistentes aos antiftingicos tradicionais, tais como os azdis
e polienos (por exemplo, fluconazol e anfotericina B, respectivamente). Sendo necesséario o
desenvolvimento de pesquisas cientificas que busquem ampliar as formas de tratamento das
lesdes de Candida, possibilitando um tratamento alternativo efetivo dos casos de insucesso e

melhorando o bem estar dos pacientes acometidos por esta doenca.

A Terapia Fotodinamica (PDT), segundo Kato et al.4, € um tratamento ja utilizado em
vdarias outras especialidades como a dermatologia, oncologia e oftalmologia e estd sendo
investigado como terapia antimicrobiana, ¢ uma terapia a base de luz, que consiste na

administracio de um corante ou um farmaco ndo toxico, definido como agente
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fotossensibilizante (FS), que pode ser aplicado sistemicamente, localmente ou por via tdpica,
seguida de iluminacdo da lesdo, com luz visivel (geralmente com longo comprimento de onda
de luz vermelha), a qual, na presenca de oxigénio, leva a formacdo de espécies citotoxicas,
tais como o oxigénio singleto e de radicais livres. Essas espécies quimicas reativas sdo em sua
maioria téxicas e podem causar: destrui¢do de proteinas, lipideos, dcidos nucléicos e outros
componentes celulares, resultando na destrui¢do das células microbianas. °

No tratamento de candidiase, a terapia fotodinamica, utilizando azul de metileno (AM)
como fotossensibilizador (FS), apresenta algumas vantagens em relacdo a terapia
medicamentosa tradicional, tais como: os mecanismos de ag¢do sdo diferentes das drogas
antifiingicas, o que atenua os casos de desenvolvimento de resisténcia ao medicamento, € 0
custo, pois diferentemente da terapia antifiungica convencional, possui valor mais acessivel.

Podendo ser uma alternativa terapéutica eficaz contra cepas ja resistente de C. albicans 6

Devido o fato do uso dos medicamentos antiftingicos terem apenas uma melhora
transitéria, com um grande nimero de recidivas, apresentando efeitos colaterais em alguns
pacientes, e por ter um ndmero reduzido de drogas no mercado e ainda desenvolverem
resisténcia microbiana, tornou-se de grande importancia a pesquisa de tratamentos
alternativos eficazes contra as doencas fungicas. Os estudos ja mostram que o emprego de
azul de metileno como fotossensibilizador se mostra eficaz na inativacdo da Candida albicans
e que a utilizacdo da terapia fotodindmica tem se apresentado como uma alternativa
satisfatoria para o tratamento antifingico, no entanto ainda ha necessidade de que seja
estabelecido um protocolo adequado quando ao tempo de pré- irradiacdo ou de incubacdo,
necessitando que alguns aspectos ainda sejam esclarecidos para que seja recomendado para
terapia clinica, como a concentracdo de azul de metileno que apresente melhor custo-
beneficio com relac@o a inativacdo da Candida albicans, sem apresentar efeitos téxicos para

as células do organismo.
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Desta forma, este estudo tem como objetivo avaliar, in vitro, os efeitos da
fotossensibilizacdo em Candida albicans com radiacdo laser, utilizando o azul de metileno

como fotossensibilizador.
MATERIAL E METODO

Foram utilizadas cepas de Candida albicans (ATCC10231) adquiridas da cole¢do de
culturas tropicais (CCT) da fundacdo André Tosello. Para a realizagdo dos experimentos,
utilizou-se 0 meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose - ASD (Unido Quimica, Sao Paulo,

Brasil) com 5 pg/mL cloranfenicol, conforme preconiza Pereira et al. ’

Preparo do fotossensibilizador (FS) e tempo de incubacao

O agente FS utilizado foi o azul de metileno (AM) PA (Sigma-Aldrich, Sao Paulo,
Brasil). Solucdes de estoque a partir de AM PA, na concentracdo de 300 pg/mL foram
preparadas por dissolucdo do pé em solugdo salina estéril (0,85% de Na CI) em pH 7.8
Durante o experimento, em pocos de placas de microtitulacao, 100 uL da solucio de estoque
do FS, em temperatura ambiente, foi novamente diluida pelo acréscimo 100 pL de suspensao
de Candida albicans em solugio salina a 0,85% ? resultando em um volume final de 200 uL.
Como o volume do pogo € duplicado (100 pL. de FS e 100 pL de suspensdo celular), a
concentracdo do FS € reduzida a metade: 150 pg/mL (concentracdo de trabalho). Em seguida,
o corante AM ficou em contato com as células de Candida albicans, no escuro e a
temperatura ambiente, antes da iluminagdo, por um periodo de incubag@o de 5 minutos (tempo
de pré-irradiacdo). Com este proposito, as placas ficaram em um ambiente sem luminosidade

e envolvidas por uma lamina de papel aluminio.
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Fonte de irradiacio para a terapia fotodinamica (PDT)

A fonte emissora de luz foi um Laser semicondutor portatil (Laser DUO®, GaAlAs,
InGaAlIP, A880nm e A660nm, MM OPTICS LTDA, Sao Carlos, SP — Brasil). Este aparelho
apresenta poténcia de saida constante em 100 mW e drea do feixe de laser de 3 mm?, a qual
coincide com a drea da abertura de cada um dos 96 pocos de fundo em U das placas de
microtitulacdo utilizadas neste estudo. Para o protocolo de irradiagdo, o equipamento foi
ajustado para um comprimento de onda de 660 nm, que correspondente a faixa de absor¢ao do
AM, e para o tempo de iluminacdo de 128s, resultando em uma influéncia de energia de 426
Jem®. Antecipadamente a realizacdo dos experimentos, o laser foi calibrado com auxilio de
um dispositivo (Check MM OPTICS LTDA, Sao Carlos, SP — Brasil). Antes de cada
irradiacdo, a ponteira do aparelho ficou imersa em solugdo de digluconato de clorexidina a 2%
por 5 min para promover a sua desinfec¢do. Apds este periodo, o agente antimicrobiano foi
removido do dispositivo por meio de irrigacdo com 10 mL de solu¢do salina (0,9%) e secada
com gaze estéril. A ponteira do equipamento foi posicionada perpendicularmente a abertura
dos pogos e a irradiagdo foi efetuada com angulo de incidéncia de 90°. Para evitar um possivel
efeito cumulativo devido ao espalhamento da irradiacdo, cada amostra foi irradiada e coletada

e g . 9
individualmente.

Preparo do inéculo de Candida albicans

As células de Candida albicans (ATCC 10-231) foram subcultivadas a partir de
frascos estoques em Agar Sabouraud Dextrose — ASD sob condic¢des aerdbicas a 37 °C. Apbs
24 h de incubagdo, uma amostra de coldnias foi removida da superficie do Agar da placa e
suspensas em solucio fisiolégica estéril a 0,85 % de NaCl '°. Apés agitacdo com o auxilio do
aparelho Vortex (Vision®) durante 2 minutos, a turbidez da suspensdo de células foi ajustada

com auxilio de um espectrofotdmetro a 530 nm para obter suspensdes com densidade Optica
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de 0, 284, que corresponde a uma concentracdo de fungos de 10° unidades formadoras de

coldnias por mL (UFC/mL). 47,9

Condicoes Experimentais
Todas as condi¢des testadas foram realizadas no escuro a temperatura ambiente e em
condi¢des assépticas no interior de uma camara de fluxo laminar. As placas de microtitulagao

foram cobertas com laminas de papel aluminio para impedir a penetracdo da luz do ambiente.

Grupo Terapia fotodinamica (Grupo PDT)

No grupo terapia fotodinamica, grupo PDT (FS+L+), as cepas de Candida albicans
foram sensibilizadas com o FS, azul de metileno, e expostas ao laser (L). Com agitacdo
constante, aliquotas de 100uL da suspensdo do fungo (10° UFC/mL) foram transferidas
individualmente para um poco da placa de microtitulacio com 96 pocos. Em seguida, foi
acrescentado o mesmo volume de AM (100ul) na concentragdo testada (300 pg/ml),
resultando em um volume final de 200 pl por cada pogo e concentracdo final de 150ug/ml
(grupo PDT AM-150ug/ml). Posteriormente, as placas contendo as suspensdes resultantes
foram deixadas em repouso, no escuro, durante o tempo de incubagcdo de 5 minutos. Apds o
tempo de pré-irradiacdo, as placas foram abertas e as células da levedura foram
continuamente irradiadas, a partir do topo da placa de microtitulagdo, com um diodo laser
(comprimento de onda de 660nm; potencia de 100 mW e dose de 426 J/cm?) por 128s. O

conteddo dos pogos foi devidamente homogeneizado antes da iluminacio e da amostragem.
Grupo Azul de Metileno (Grupo AM)

No grupo AM, o efeito do FS sozinho, na inativacdo de células de Candida albicans,
foi testado pela aplicacdo da solug¢do seguindo o mesmo protocolo estabelecido para o grupo

PDT (FS+L+), principalmente com relagdo ao volume (100uL), a concentragdo testada (150
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ug/ml) e tempo de incubagdo (5 min.) com auséncia de luz, porém sem o tratamento com o

laser. Neste grupo foi possivel avaliar a toxicidade do AM nas células de Candida albicans.
Grupo Laser (Grupo L)

No grupo laser, grupo L, as cepas de Candida albicans foram expostas a luz laser (L),
mas nio foram sensibilizadas pelo FS. Com este grupo foi possivel avaliar o efeito da luz
laser isoladamente na inativacao das células da levedura. Aliquotas de 100uL da suspensao
celular foram transferidas individualmente para um dos pogos de uma placa de microtitulagdo.
Em seguida, o mesmo volume de solucao salina 0,85% estéril foi transferido para o poco. O
sistema de ensaio foi mantido no escuro pelo mesmo tempo de incubacdo dos grupos

anteriores (5 min.).

Grupo solucao salina (Grupo SS)

No grupo solugdo salina, grupo SS, as células de Candida albicans nao receberam
nenhum tratamento, ou seja, nem foram sensibilizadas pelo FS, nem foram expostas a luz.
Aliquotas de 100 pL da suspensdo (10° UFC/mL) foram transferidas para os pocos da placa
de microtitulacio e, em seguida, o mesmo volume de solucdo salina a 0,85% foi depositado
no poco e a placa ficou em repouso no escuro pelo mesmo tempo de incubacdo dos grupos

anteriores (5 minutos).

Os resultados obtidos com as culturas dessa amostra foram utilizados como parametro
para comparacdo com aqueles que foram obtidos com as culturas das amostras submetidas as

condi¢des experimentais.

Avaliacao da viabilidade das células de Candida albicans
Para todas as condi¢des avaliadas, foram realizadas dilui¢cdes seriadas de 1:3 a partir

das amostras contidas nos pogos das placas. Para isso, uma aliquota de 100 pL foi removida
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de cada poco e transferida para um tubo de ensaio contendo 900 uL de solucdo salina (0,85%)
estéril. Este tubo foi agitado vigorosamente em agitador de tubos (Vortex - Vision®) e uma
nova aliquota de 100 pL foi removida do mesmo e colocada em outro tubo de ensaio
contendo 900 pL de solugdo salina estéril. Esse procedimento foi realizado trés vezes para
cada amostra e, desta forma, as diluicdes seriadas de 10" a 107 foram obtidas. Foram
utilizadas as diluicdes seriadas (10", 107, e 10™) para a realizacio da semeadura nas placas de

Petri contendo o meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose.

A seguir, aliquotas de 25 pL de cada diluigdo seriada foram pipetadas em duplicata.
Adicionalmente, aliquotas de 25 puL foram removidas do pogo das placas e transferidas
diretamente para uma da placa de Petri, sem a realizacdo de diluicdo. Uma al¢a de Drigalsky
estéril foi utilizada para espalhar a solucdo sobre o meio de cultura na placa. Também os
procedimentos de semeadura foram realizados em duplicata. Apds 48 horas de incubacdo a 37
°C, as placas de Petri referentes as amostras das condi¢gdes experimentais avaliadas foram
submetidas a contagem de colonias. Para este procedimento, a quantificacdo das colonias foi

realizada e os nimeros de unidades formadoras de coldnias foram calculados.

Técnica de Contagem das UFC/mL
A leitura das placas foi efetuada pela contagem padrdao de coldnias de Candida
albicans (Unidade Formadora de Coldnias - UFC/mL) com o auxilio de um contador de

coldnias.

Para a contagem, selecionaram-se placas que continham um nimero de colOnias que
se encontrava dentro do intervalo de precisdo e repetibilidade de 30 a 300 colonias conforme
o método de Swanson et al.'' Para cada diluicao (10'1; 107%e 10'3), os resultados do nimero de
colonias foi obtido pela média aritmética dos resultados das placas em duplicata e

multiplicada pela dilui¢do correspondente (10, 100 ou 1000). O resultado de cada grupo foi
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encontrado por meio da média aritmética das trés diluicdes. Em seguida, para encontrar o
nimero UFC por mL, converteu-se o resultado de cada grupo a partir da quantidade inoculada
de 25uL para 1 mL, dividindo o resultado por 0, 025, obtendo o resultado final de UFCs/mL
em poténcia de 10. Para a andlise da contagem de UFC/ml de Candida albicans, optou-se por
transformar os valores em poténcia de 10, utilizando-se o logaritmo decimal deste nimero

para a anélise estatistica.

Nas situacdes em que todas as placas apresentaram menos que 30 coldnias, o resultado
foi expresso pelo nimero de coldnias da placa de menor diluicdo. Quando todas as placas
apresentaram mais de 300 coldnias na maior diluicdo e foi possivel realizar a contagem, o
resultado foi encontrado multiplicando o valor do nimero de colonias em cada placa pelas
respectivas diluicdes e, em seguida, calculando a média aritmética. Quando o ndmero de
colonias foi excessivamente alto para contar, escolheu-se uma porc¢do representativa da

T o . . A 11
distribuicao das colonias em toda placa e estimou-se o nimero de colOnias presentes.

Analise estatistica

Os resultados dos logijyp (UFC/mL) para cada condi¢do testada foram comparados
utilizando teste estatistico Kruskal-Wallis e no caso de diferenca significativa foram utilizadas
comparagdes multiplas do referido teste. Valores de P inferiores a 0,05 foram considerados
significativos. A escolha do teste Kruskal-Wallis foi devido ao nimero de grupos. Os dados
foram digitados na planilha EXCEL e o programa utilizado para obtencdo dos cdlculos
estatisticos foi a versdo Trial em portugués. Os resultados desta pesquisa foram expressos

através das medidas estatisticas: média, desvio padrao (DP) e mediana.
RESULTADOS

Conforme na Tabela 1, pode ser observado que no tempo de 5 min de incubagdo, os

grupos irradiados com luz laser, associada a concentracdo de 150 pg/mL de azul de metileno
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como fotossensibilizador (grupo PDT AM), apresentou uma menor média no valor de logo
UFC/mL, p = 0,019, mostrando efeito inibitério nas células de Candida, em relacdo aos

outros grupos, que ndo apresentaram efeito inibitdrio das células de Candida Albicans.

Na tabela 2, apresentam-se as estatisticas do logaritmo decimal (log;o) do nimero de
unidades formadoras de colonias (UFC/mL) para cada grupo controle em relagdo ao tempo de
incubacgdo. Ao comparar os resultados da contagem de UFC/ml entre os grupos que avaliaram
a toxicidade no escuro do azul de metileno (Grupo AM) e da luz na dose empregada (Grupo
laser) com o grupo que nao recebeu nenhum tratamento (Grupo solucdo salina), observou-se
que somente o0 AM ou somente a luz ndo exerceu efeito inibitério contra as células de

Candida albicans.
DISCUSSAO

Os estudos das propriedades terapéuticas da luz com finalidade antimicrobiana sdo
motivados principalmente pelos casos de resisténcia aos antimicrobianos convencionais.
3,6,12,13,14,15 . A ~

A necessidade de superar essas defici€éncias provocou a exploracdo de tratamentos

. - . . . - . . 15
alternativos e abordagens ndo convencionais para o controle de infec¢des microbianas.

Atualmente, o tratamento antimicrobiano a base de luz é denominado de terapia
fotodindmica.*>'® Os trés componentes principais da PDT sdo a luz visivel, o FS e oxigénio."’
Em funcdo do fato de absorverem luz com elevada efici€éncia, em alguma regido do espectro
visivel, alguns dos FSs sdo capazes de induzir ou participar de reacdes fotoquimicas e

. . . oA . 5,1518,19
produzir moléculas reativas de oxigénio.

Virios trabalhos, que avaliaram espécies de Candida resistentes azolicos, observaram
o 12,13,20,21 . S
que estas cepas eram sensiveis a PDT. A aplicacdo do fotossensibilizador e da luz

especificamente no local afetado pela candidiase reduz drasticamente os efeitos colaterais
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locais e sist€micos, fazendo com que a terapia fotodinadmica possa ser vista como um

. : . 2
tratamento promissor contra Candida albicans.

As fontes de luz utilizadas com mais frequéncia na PDT contra Candida albicans
foram o LED" e o laser de baixa intensidade, destacando-se o laser de diodo.>%%1923 Nesta
pesquisa foi utilizado laser de diodo da MM OPTICS (Laser DUO®) que, por ser portatil e
possuir bateria, apresenta uma maior vantagem em relacdo ao manuseio sem dependéncia de
fonte de energia, podendo ser aplicado a pacientes em diversos ambientes: doméstico,

ambulatorial, unidades de satde da familia ou em unidades de terapia intensiva.

O azul de metileno foi o fotossensibilizador utilizado neste estudo porque € um
corante de baixa toxicidade com forte absorcdo da luz visivel em comprimentos de onda
maiores do que 620 nm.® E utilizado com diferentes finalidades na microbiologia e
farmacologia ha bastante tempo e, ultimamente, tem sido aplicado na PDT como droga
fotossensibilizante em associagio com uma fonte de luz continua. Para que o
fotossensibilizador possa ser fotoativado pelo laser € necessério que a luz aplicada apresente
um comprimento de onda especiﬁco.6’21 Utilizou-se neste estudo a luz vermelha com
comprimento de onda de 660 nm, que corresponde ao espectro de absorcdo do azul de

metileno, que foi ajustada no aparelho antes da iluminacao.

Os estudos de Dai et al. ], Kato et al. 4, Teichert et al.6, Pereira et al. 7, Souza et al. 8,

Queiroga et al. 9, Munin et al. 10, Silva Martins et al. 18, Giroldo et al. ** e Souza et al. **

estudaram os efeitos da terapia fotodinamica sobre a viabilidade de Candida albicans
utilizando o azul de metileno, como fotossensibilizador. Os resultados destes estudos
comprovaram o efeito antifingico desta modalidade de tratamento. No entanto, alguns

aspectos ainda precisavam ser mais bem esclarecidos, antes de recomendd-la para terapia

clinica. Ha necessidade de determinar protocolos com parametros bem definidos, como a


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pereira%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21069408
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Queiroga%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22122921
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dosimetria adequada do FS e da luz e o tempo em que o corante deve permanecer em contato

. . 14
com O microrganismo.

Com o objetivo de potencializar o efeito da PDT em um menor tempo de trabalho sem
prejuizo na qualidade do tratamento, foi testado um tempo de incubag¢do € uma concentragao
de azul de metileno. A hipdtese era descobrir se eles apresentavam um custo-beneficio
adequado para PDT em relacdo a concentracdo do azul de metileno e o tempo em que esta
substincia necessitaria ficar em contato com as células de Candida albicans para produzir um

efeito antimicrobiano satisfatorio.

O modelo experimental escolhido foi placas de microtitulagdo com 96 pogos de fundo
em U. Esta metodologia tem sido bastante utilizada nas pesquisas que avaliaram o efeito
antimicrobiano da PDT sobre microrganismo na forma planctonica a partir de uma suspensao

9,10,23,24
celular.

O efeito fotodindmico depende da concentracdo do FS empregado, combinado com os
pardmetros de irradiacdo que ativam o corante.*'® Os estudos que avaliaram o efeito da PDT
sobre Candida albicans, utilizaram diferentes concentracdoes de azul de metileno, desde 10
ug/mL> a 500 pg/mL6 e o tempo de incubacdo mais utilizado foi 5 mim.”®’ Assim, para
responder a hipétese de que concentragdo e tempo de incubagdo potencializariam o efeito da

PDT, utilizou-se neste estudo a concentragao de 150 pg/mL e o tempo de incubag¢do de 5 min.

O fato de a maioria dos FSs serem tanto fluorescente, quanto fotoquimicamente ativo,
permite que varias estratégias e protocolos possam ser combinados na terapia fotodinamica. O
fator mais importante que regula os resultados da PDT € forma como o FS interage com as
células no tecido ou lesdo alvo, e o aspecto chave desta interacdo estd relacionado a
localizagdo intracelular do FS. O tempo de incubacdo € necessdrio para permitir que a droga

. . . 21
possa ser absorvida pelo microrganismo e acumular-se nas estruturas celulares, © como
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mitocondrias, lisossomos, reticulo endoplasmético, complexo de Golgi e membrana
2ot 3 . . ~ . L . ., . . . .

plasmética. ~ Durante a irradiacdo € necessdrio que o FS ja esteja localizado no interior da

célula, pois o oxigénio singleto, formado apds a aplicacdo da luz, apresenta difusdo minima

(100nm) e efeito citotéxico apenas no local onde é produzido. 6

Assim como foi observado nos estudos de Souza et al. ®, Queiroga et al. % e Souza et al.
24, a irradiacdo com luz laser de Candida albicans, na auséncia de AM, ndo apresentou
influéncia sobre a viabilidade dos microrganismos. J4 na auséncia de luz, o azul de metileno
ndo apresentou efeito citotéxico sobre as células de Candida albicans, corroborando com os
estudos citados acima. Tanto o fotossensibilizador, quanto a luz, sdo relativamente
inofensivos por si s6, mas quando combinados, na presen¢a de oxigé€nio, causam destruicao
seletiva na drea afetada '"**. Segundo Pereira Gonzales, Maisch'’ e Ryskova et al. 1 o5

agentes fotossensibilizadores exibem nenhuma ou minima toxicidade inerente e o efeito

citotoxico somente ocorre ap0ds a sua ilumina¢do com luz de comprimento de onda especifico.

Na concentracdo de 150 pg/mL, a reducdo das UFC/mL foi significativa no tempo de
5 min de incubagdo, em comparagdo aos grupos controle, afirmando que a terapia

fotodinamica apresentou efeito sobre as células.

Assim, de acordo com os parametros deste estudo e com a relacdo do custo-beneficio
em relacdo a concentracdo da droga e o tempo clinico do procedimento, o protocolo da PDT
se mostrou eficaz quando utilizado o tempo de incubacdo de 5 min e a concentracdo de azul
de metileno de 150 pg/ml. Como nos estudos de Sousa™, que avaliou a PDT em células de C.
albicans, com diferentes concentracdes de azul de metileno e em tempos de incubagdo de 1, 5,
10 e 20 min, ele observou que a mesma relagdo custo- beneficio, foi mais eficaz nas

concentragdes de 75ug/ml e 150 pg/ml utilizando o tempo de pré- irradiagdo de 5 min.
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Utilizando um tempo de incubacdo de 5 min e concentracdes de azul de metileno de
100pug/ml, 150pg/ml e 50 pg/ml, Pereira et al. ’, Queiroga et al. ? e Giroldo et al. =,
respectivamente observaram reducdo significativa na viabilidade celular de espécies de

Candida albicans.

Ao avaliar os estudos que aplicaram o azul de metileno como fotossensibilizador,
observou-se uma grande caréncia de estudos clinicos controlados e randomizados, utilizando
o tratamento antifingico contra Candida albicans por meio da terapia fotodindmica o que,
apesar dos estudos em animais e in vifro serem muito promissores, impossibilita a indicacao
clinica desta terapia com base na Odontologia baseada em evidéncia cientifica. Assim, a
terapia fotodindmica ainda necessita de que estudos clinicos sejam desenvolvidos para dar-lhe

uma sustentacdo e aplicabilidade terapéutica.

A limitacdo deste estudo foi o fato de utilizarmos apenas uma unica espécie de
Candida e apenas uma concentracdo de azul de metileno. No entanto, estd metodologia
atendeu aos objetivos iniciais para o experimento. Outros trabalhos poderdo ser desenvolvidos
utilizando este método para avaliar o efeito da PDT contra todas as espécies de Candida ou
em estudo clinico testando diferentes concentragdes de azul de metileno e diferentes tempos

de incubagio.
CONCLUSAO

Concluiu- se que o fotossensibilizador azul de metileno ndo apresentou citotoxicidade
no escuro sobre Candida albicans, assim como a luz laser também nio alterou a viabilidade
celular do microorganismo, na auséncia do fotossensibilizador. E que a terapia fotodinamica
diminuiu o ndmero de UFC/ml de Candida albicans, apresentando efeito antifiingico
satisfatorio contra este microorganismo. O tempo de incubagdo de 5 min apresentou

resultados eficazes na reduc¢do no numero de log;(UFC/ml.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pereira%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21069408
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Queiroga%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22122921
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Tabela 1- Comparacao da média e desvio padrdo do log;)UFC/ml entre os grupos no tempo de

pré- irradiacao de 5 min.

Média + DP (Mediana) do log;oUFC/ml

GRUPOS

Solugio salina 5,51 £0,67 (5,60) ¥
Laser 5.57+0,71 (5,69) Y
AM 150 pg/ml 5,64 0,77 (5,76) Y

PDT - AM 150 pg/ml | 2,10 2,42 (2,04)®

Valor de p p® =0,019*

(*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%.
(1): Através do teste de Kruskal Wallis com comparac¢des mdltiplas do referido teste.

Obs.: Se todas as letras entre parénteses sdo distintas, comprova-se diferenca significativa entre
concentragdes correspondentes.

Tabela 2- Comparagdo da média e desvio padrao do log;o UFC/mL para os grupos controles

no tempo de incubacao de 5 min.

TEMPO DE INCUBACAO 5 MIN

GRUPO Média + DP (Mediana)
Solucio Salina 5,51 0,67 (5,60) Y
Laser 5,57 £0,71 (5,69) ¥
AM 5,58 + 0,64 (5,69) Y
Valor de p p? >0,05

(*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%.

(1): Através do teste de Kruskal Wallis.

Obs.: Se todas as letras entre parénteses ndo sdo iguais, comprova-se que ndo houve diferenga
significativa entre as avaliacdes correspondentes pelas comparagdes pareadas do referido teste.
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4 CONSIDERA COES FINAIS

Com a realizagdo da pesquisa, foi possivel observar que a terapia fotodinamica,
utilizando o azul de metileno 150pg/ml como fotossensibilizador e com um tempo de 5
minutos de pré — irradiacdo possui efeito antifungico contra as células de Candida albicans,
podendo ser um aliado eficaz no tratamento de infec¢des fungicas, sendo de grande
importancia, principalmente para as formas resistentes de Candida e para os pacientes
imunocomprometidos. Foi possivel avaliar também que apenas o azul de metileno ou apenas
o laser, ndo possuem nenhum efeito sobre essas células. Desta forma, a terapia fotodindmica
vem se tornando um tratamento promissor contra as diversas afec¢des causadas por Candida

albicans.
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ANEXO A — Normas para publicacao

REVISTA DE ODONTOLOGIA DA UNESP
Instrugdes aos Autores

ESCOPO E POLITICA

A Revista de Odontologia da UNESP tem como missdo publicar artigos cientificos inéditos de
pesquisa bdsica e aplicada que constituam avancos do conhecimento cientifico na drea de
Odontologia, respeitando os indicadores de qualidade.

ITENS EXIGIDOS PARA A APRESENTACAO DOS ARTIGOS

- Os artigos enviados para publicacio devem ser inéditos e ndo ter sido submetidos
simultaneamente a outro periddico. A Revista de Odontologia da UNESP reserva-se todo o direito
autoral dos trabalhos publicados, inclusive traducdo, permitindo, entretanto, a sua posterior
reproducdo como transcri¢do com a devida citacdo da fonte.

- Podem ser submetidos artigos escritos em portugués ou inglés. O texto em inglés, apds aceito
para publicacdo, deverd ser submetido a uma revisdo gramatical do idioma por empresa
reconhecida pela Revista.

- A Revista de Odontologia da UNESP tem publicacdo bimestral e tem o direito de submeter
todos os artigos a um corpo de revisores, totalmente autorizados para decidir pela aceita¢ao, ou
para devolvé-los aos autores com sugestdes e modificagdes no texto, e/ou para adaptacdo as regras
editoriais da revista.

- Os conceitos afirmados nos trabalhos publicados s@o de inteira responsabilidade dos autores, ndo
refletindo obrigatoriamente a opinido do Editor Cientifico ou do Corpo Editorial.

- As datas do recebimento do artigo, bem como sua aprovagdo, devem constar na publicacgao.

CRITERIOS DE ANALISE DOS ARTIGOS
- Os artigos sao avaliados primeiramente quanto ao cumprimento das normas de publicacdo e
analisados em programa especifico quanto a ocorréncia de plagio.

- Os artigos que estiverem de acordo com as normas sdo avaliados por um Editor de Area, que o
encaminha ao Editor Cientifico para uma andlise quanto a adequacdo ao escopo e quanto a
critérios minimos de qualidade cientifica e de redacdo. Depois da andlise, o Editor Cientifico
pode recusar os artigos, com base na avaliagio do Editor de Area, ou encaminhd-los para
avaliac@o por pares.

- Os artigos aprovados para avaliacdo pelos pares sd@o submetidos a andlise quanto ao mérito e
método cientifico por, no minimo, dois revisores; mantendo-se sigilo total das identidades dos
autores.

- Quando necessdria revisdo, o artigo € devolvido ao autor correspondente para as alteragdes,
mantendo-se sigilo total das identidades dos revisores. A versdo revisada € ressubmetida, pelos
autores, acompanhada por uma carta resposta (cover letter), explicando cada uma das alteracdes
realizadas no artigo a pedido dos revisores. As sugestdes que ndo forem aceitas devem vir
acompanhadas de justificativas convincentes. As alteracdes devem ser destacadas no texto do
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artigo em negrito ou em outra cor. Quando as sugestdes e/ou correcdes forem feitas diretamente
no texto, recomendam-se modificacdes nas configuracdes do Word, para que a identidade do
autor seja preservada. O artigo revisado e a carta resposta sdo, inicialmente, avaliados pelo Editor
Cientifico, que os envia aos revisores, quando solicitado.

- Nos casos de inadequacdo da lingua portuguesa ou inglesa, uma revisdo técnica por um
especialista € solicitada aos autores.

- Nos casos em que o artigo for rejeitado por um dos dois revisores, o Editor Cientifico decide
sobre seu envio para a andlise de um terceiro revisor.

- Nos casos de duvida sobre a andlise estatistica, esta € avaliada pelo estatistico consultor da
revista.

CORRECAO DAS PROVAS DOS ARTIGOS
- A prova final dos artigos € enviada ao autor correspondente através de e-mail com um link para
baixar o artigo diagramado em PDF para aprovacao final.

- O autor dispde de um prazo de 72 horas para corre¢do e devolucdo do original devidamente
revisado, se necessario.

- Se ndo houver retorno da prova em 72 horas, o Editor Cientifico considera como final a versiao
sem alteragdes, e ndo sdo mais permitidas maiores modificagdes. Apenas pequenas modificagoes,
como correcdes de ortografia e verificacdo das ilustracdes, sdo aceitas. Modificagdes extensas
implicam a reapreciacao pelos revisores e atraso na publicacdo do artigo.

- A inclusdo de novos autores nao é permitida nessa fase do processo de publicacao.
FORMA E PREPARACAO DE MANUSCRITOS

SUBMISSAO DOS ARTIGOS

Todos os manuscritos devem vir, obrigatoriamente, acompanhados da Carta de Submissao, do
Certificado do Comité de Etica em Pesquisa da Instituicio, como também da Declaracio de
Responsabilidade, da Transferéncia de Direitos Autorais ¢ da Declaracio de Conflito de
Interesse (documento explicitando presenca ou nao de conflito de interesse que possa interferir na
imparcialidade do trabalho cientifico) assinada pelo(s) autor(es) (modelos anexos). O manuscrito
deve ser enviado em dois arquivos: um deles deve conter somente o titulo do trabalho e
respectivos autores; o outro, o artigo completo sem a identificacdo dos autores.

PREPARACAO DO ARTIGO

Deverdo ser encaminhados a revista os arquivos:

1. pagina de identificagdo

2. artigo

3. ilustragdes

4. carta de submissao

5. copia do certificado da aprovacio em Comité de Etica, Declaracio de Responsabilidade,
Transferéncia de Direitos Autorais e Declaracao de Conflito de Interesse

Pdgina de identificacdo
A pégina de identificacdo deve conter as seguintes informacdes:

« titulos em portugués e em inglés devem ser concisos e refletir o objetivo do estudo.
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* nomes por extenso dos autores (sem abreviatura), com destaque para o sobrenome (em negrito
ou em maidsculo) e na ordem a ser publicado; nomes da instituicio aos quais sdo afiliados
(somente uma institui¢do), com a respectiva sigla da instituicdo (UNESP, USP, UNICAMP, etc.);
cidade, estado (sigla) e pais (Exemplo: Faculdade de Odontologia, UNESP Univ - Estadual
Paulista, Araraquara, SP, Brasil). Os autores deverdo ser de no méaximo 5 (cinco). Quando o
estudo for desenvolvidos por um numero maior que 5 pesquisadores, deverd ser enviada
justificativa, em folha separada, com a descricdo da participacdo de todos os autores. A revista ird
analisar a justificativa baseada nas diretrizes do "International Committee of Medical Journal
Editors", disponiveis em http://www.icmje.org/ethical_1lauthor.html.

* endereco completo do autor correspondente, a quem todas as correspondéncias devem ser
enderecadas, incluindo telefone, fax e e-mail;

* e-mail de todos os autores.

Artigo

O texto, incluindo resumo, abstract, tabelas, figuras e referéncias, deve estar digitado no formato
.doc, preparado em Microsoft Word 2007 ou posterior, fonte Times New Roman, tamanho 12,
espaco duplo, margens laterais de 3 cm, superior e inferior com 2,5 cm, e conter um total de 20
laudas. Todas as paginas devem estar numeradas a partir da pagina de identificacdo.

Resumo e Abstract

O artigo deve conter RESUMO e ABSTRACT precedendo o texto, com o maximo de 250 palavras,
estruturado em se¢des: introdugdo; objetivo; material e método; resultado; e conclusdao. Nenhuma
abreviagdo ou referéncia (citacdo de autores) deve estar presente.

Descritores/Descriptors

Indicar os Descritores/Descriptors com nimeros de 3 a 6, identificando o conteido do artigo, e
mencioné-los logo apés 0 RESUMO e o0 ABSTRACT.

Para a selecdo dos Descritores/Descriptors, os autores devem consultar a lista de assuntos do
MeSH Data Base (http://www. ncbi.nlm.nih.gov/mesh) e os Descritores em Ciéncias da Saude —
DeCS (http://decs.bvs.br/).

Deve-se utilizar ponto e virgula para separar os descritores/descriptors, que devem ter a primeira
letra da primeira palavra em letra maitdscula.

Exemplos: Descritores: Resinas compostas; dureza.

Descriptors: Photoelasticity; passive fit.

Introducao

Explicar precisamente o problema, utilizando literatura pertinente, identificando alguma lacuna
que justifique a proposicdo do estudo. No final da introdugdo, estabelecer a hipdtese a ser
avaliada.

Material e método

Apresentar com detalhes suficientes para permitir a confirmagao das observacdes e possibilitar
sua reproducdo. Incluir cidade, estado e pais de todos os fabricantes, depois da primeira citagdo
dos produtos, instrumentos, reagentes ou equipamentos.

Meétodos ja publicados devem ser referenciados, exceto se modificacdes tiverem sido feitas. No
final do capitulo, descrever os métodos estatisticos utilizados.
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Resultado

Os resultados devem ser apresentados seguindo a sequéncia do Material e método, com tabelas,
ilustracdes, etc. Nao repetir no texto todos os dados das tabelas e ilustracdes, enfatizando somente
as observacgdes importantes. Utilizar o minimo de tabelas e de ilustra¢des possivel.

Discussdo

Discutir os resultados em relag@o a hipdtese testada e a literatura (concordando ou discordando de
outros estudos, explicando os resultados diferentes). Destacar os achados do estudo e ndo repetir
dados ou informagdes citados na introducio ou nos resultados. Relatar as limitagées do estudo e
sugerir estudos futuros.

Conclusédo

A(s) conclusdo(des) deve(m) ser coerentes com o(s) objetivo(s), extraidas do estudo, ndo
repetindo simplesmente os resultados.

Agradecimentos

Agradecimentos as pessoas que tenham contribuido de maneira significativa para o estudo e
agéncias de fomento devem ser realizadas neste momento. Para o(s) auxilio(s) financeiro(s)
deve(m) ser citado o(s) nome(s) da(s) organizacao(des) de

apoio de fomento e o(s) nimero(s) do(s) processo(s).

Ilustracoes e tabelas

As ilustragdes, tabelas e quadros sao limitadas no maximo de 4 (quatro). As ilustragdes (figuras,
gréficos, desenhos, etc.), sdo consideradas no texto como figuras.

Devem ser numeradas consecutivamente em algarismos ardbicos segundo a ordem em que
aparecem no texto e indicadas ao longo do Texto do Manuscrito, logo apds sua primeira citagio
com as respectivas legendas. As figuras devem estar em cores originais, digitalizadas em formato
tif, gif ou jpg, com no minimo 300dpi de resolucdo, 86 mm (tamanho da coluna) ou 180 mm
(tamanho da péagina inteira).

As legendas correspondentes devem ser claras, e concisas. As tabelas e quadros devem ser
organizadas e numeradas consecutivamente em algarismos ardbicos segundo a ordem em que
aparecem no texto e indicadas ao longo do Texto do Manuscrito, logo apds sua primeira citagio
com as respectivas legendas. A legenda deve ser colocada na parte superior. As notas de rodapé
devem ser indicadas por asteriscos e restritas a0 minimo indispensavel.

Citacdo de autores no texto

Os autores devem ser citados no texto em ordem ascendente

A citagdo dos autores no texto pode ser feita de duas formas:

Numérica : as referéncias devem ser citadas de forma sobrescrita.

Exemplo: Radiograficamente, ¢ comum observar o padrdo de “escada”, caracterizado por uma
radiolucidez entre os dpices dos dentes e a borda inferior da mandibula.s,10,11,13

Alfanumérica
* um autor: Ginnan4
* dois autores: separados por virgula - Tunga, Bodrumlui3
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* trés autores ou mais de trés autores: o primeiro autor seguido da expressao et al. - Shipper et al.2
Exemplo: As técnicas de obturacdo utilizadas nos estudos abordados ndo demonstraram ter tido
influéncia sobre os resultados obtidos, segundo Shipper et al.2 e Biggs et al.s Shipper et al.2,
Tunga, Bodrumlui3 e Wedding et al.1s, [...]

Referéncias

Todas as referéncias devem ser citadas no texto; devem também ser ordenadas € numeradas na
mesma sequéncia em que aparecem no texto. Citar no maximo 25 referéncias.

As Referéncias devem seguir os requisitos da National Library of Medicine (disponivel em
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7256/).

Os titulos dos periddicos devem ser referidos de forma abreviada, sem negrito, itdlico ou grifo, de
acordo com o Journals Data Base (PubMed) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog/journals),
e, para os periddicos nacionais, verificar o Portal de Revistas Cientificas em Ciéncias da Saide da
Bireme (http://portal.revistas.bvs.br/?lang=pt).

A exatiddo das referéncias constantes da listagem e a correta citacdo no texto sdo de
responsabilidade do(s) autor(es) do artigo. Citar apenas as referéncias relevantes ao estudo.
Referéncias a comunicacdo pessoal, trabalhos em andamento, artigos in press, resumos, capitulos
de livros, dissertagcdes e teses ndo devem constar da listagem de referéncias. Quando essenciais,
essas citagdes devem ser registradas por asteriscos- no rodapé da pagina do texto em que sdo
mencionadas.

EXEMPLOS DE REFERENCIAS
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PRINCIPIOS ETICOS E REGISTRO DE ENSAIOS CLINICOS
- Procedimentos experimentais em animais e em humanos

Estudo em Humanos: Todos os trabalhos que relatam experimentos com humanos, ou que
utilizem partes do corpo ou 6rgaos humanos (como dentes, sangue, fragmentos de bidpsia, saliva,
etc.), devem seguir os principios éticos estabelecidos e ter documento que comprove sua
aprovagio (protocolo e relatério final) por um Comité de Etica em Pesquisa em seres humanos
(registrado na CONEP) da Instituicdo do autor ou da Institui¢do em que os sujeitos da pesquisa
foram recrutados, conforme Resolucdo 196/96 e suas complementares do Conselho Nacional de
Saude do Ministério da Satde.

Estudo em animais: Em pesquisas envolvendo experimentacdo animal, é necessario que o
protocolo e seu relatério final tenham sido aprovados pelo Comité de Pesquisa em Animais da
Institui¢@o do autor ou da Instituicdo em que os animais foram obtidos e realizado o experimento.

O Editor Cientifico e o Conselho Editorial se reservam o direito de recusar artigos que nao
demonstrem evidéncia clara de que esses principios foram seguidos ou que, ao seu julgamento, os
métodos empregados ndo foram apropriados para o uso de humanos ou de animais nos trabalhos
submetidos a este periddico.

Etica na Pesquisa: a Revista de Odontologia da UNESP preza durante todo o processo de
avaliacdo dos artigos pelo mais alto padriao ético. Todos os Autores, Editores e Revisores sao
encorajados a estudarem e seguirem as orientagdes do Committee on Publication Ethics - COPE
(http://publicationethics.org,

http://publicationethics.org/files/International %20standards_authors_for%20website_11_Nov_20
11.pdf,

http://publicationethics.org/files/International %20standard_editors_for%20website_11_Nov_2011
.pdf) em todas as etapas do processo. Nos casos de suspeita de md conduta ética, estd serd
analisada pelo Editor chefe que tomara providéncias para que seja esclarecido. Quando necessario
a revista poderd publicar corre¢des, retratacdes e esclarecimentos.

Casos omissos nestas normas sao resolvidos pelo Editor Cientifico e pela Comissdo Editorial.
ABREVIATURAS, SIGLAS E UNIDADES DE MEDIDA

Para unidades de medida, devem ser utilizadas as unidades legais do Sistema Internacional de
Medidas.

MEDICAMENTOS E MATERIAIS

Nomes de medicamentos e de materiais registrados, bem como produtos comerciais, devem
aparecer entre parénteses, apos a citagdo do material, e somente uma vez (na primeira).

Editor Chefe
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