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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da terapia
fotodinAmica utilizando azul de metileno em cepas
de Candida. Foram estudados: 5 C. albicans, 4 C.
tropicalis , 4 C. glabrata, 2 C. parapsilosis, 2 C. kefyr,
1 C. stellatoidea, 1 C. krusei e 1 C. lipolytica. Cada
cepa foi submetida a quatro condicdes experimentais:
laser e azul de metileno (L+F+), irradiacio com
laser (L+F-), tratamento com azul de metileno (L-
F+) e tratamento com soro fisiolégico como grupo
de controle (L-F-). Apos o tratamento de cada cepa
diluicées seriadas e plaqueamento em Sabouraud
dextrose agar foram realizadas. Os dados de unidades
formadoras de colonias por mililitro (CFU/ml) foram
analisados pelos testes de ANOVA e Tukey (p <0,05).
Os resultados sugerem que os grupos tratados com
laser (L+F+ e L+F-) apresentaram médias de UFC/ml
(Log) inferiores aos grupos tratados sem laser (L-F-
e L-F+). O grupo com a terapia fotodiniAmica (L+F+)
apresentou uma média de CFU/ml (Log) semelhante
ao grupo (L+F-). Concluiu-se que as cepas de Candida
analisadas foram sensiveis a irradiacdo do laser de
baixa poténcia na presenca ou ausencia do azul de
metileno.
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INTRODUCAO

Leveduras do género Candida sao micro-
organismos comensais da cavidade bucal, 6rgdo genital e
membranas mucosas de pessoas saudaveis e ndo causam
qualquer prejuizo ao hospedeiro por habitar esses nichos
ecologicos (Appleton, 2000; Matsuki ef al., 2006; Ferreira
et al.,2010). Esses fungos possuem dimorfismo ¢ podem se
apresentar morfologicamente tanto como leveduras ou na
forma hifal, dependendo das condi¢des de crescimento, o
que favorece sua aderéncia e viruléncia (Costa et al., 2011).

Essas leveduras consideradas oportunistas tornam-
se patogénicas na presenga de fatores predisponentes que
podem ser locais como o uso de proteses, a utilizagdo do
fumo ou alcool e também por fatores sistémicos quando,
desordens hormonais ou imunolégicos expdem o individuo
a essas infecgdes conhecidas como candidoses (Brito et
al., 2010). As candidoses sdo frequentemente associadas
a portadores do virus HIV, pacientes em tratamento
quimioterapico e que utilizam drogas imunossupressoras
ou antimicrobianas a longo prazo, ou seja individuos
imunologicamente deprimidos (Pfaller & Diekema, 2007 ).

Terapia fotodindmica ou PDT ¢ designada como
uma modalidade alternativa para tratar diversas neoplasias
malignas e algumas doencas infecciosas causadas por
fungos, virus e bactérias (Karu, 1987; Usacheva et al.,
2001; Gad et al., 2004; Wong et al., 2005). A PDT resulta
da associagdo de uma luz laser, um fotossensibilizador ou
corante e 0 oxigénio, que estimulam uma reagdo fotofisica
intracelular. O mecanismo de agdo se da quando o agente
fotossensibilizante absorve os fotons de luz e seus elétrons
passam a um estado excitado (Dai et al., 2011). Na
presenga de um substrato, como o oxigénio em sua forma
fundamental, o agente fotossensibilizante ao retornar ao
seu estado natural transfere energia ao substrato, formando
espécies de radicais altamente reativas, tal como o oxigénio
singleto (Bliss ef al., 2004; Fuchs et al., 2007).

Corantes fenotiazinicos como o azul de metileno e
azul de toluidina possuem efeito antimicrobiano quando
associados a luz, com comprimento de onda adequado.
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Wilson et al. (1993) aplicaram PDT utilizando o azul de
metileno em patogenos encontrados na cavidade bucal e
observaram que micro-organismos causadores de carie
podem ser erradicados utilizando-se este fotossensibilizador.

Esses corantes sao mencionados na literatura por sua
baixa toxidade e eficiéncia em eliminar micro-organismos
quando irradiados com luz, com comprimento de onda
adequado a faixa de absor¢do do fotossensibilizador
(Wainwright, 1998; Dai et al., 2011; Denis et al., 2011).

A terapia fotodindmica antimicrobiana tem sido
utilizada para eliminar micro-organismos patogénicos da
cavidade bucal como bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas ¢ leveduras do género Candida, promovendo
potente efeito antifungico (Giroldo et al., 2009). Chabrier-
Rosello et al. (2005), analisaram os efeitos da terapia
fotodindmica em infecgdes mucocutaneas causadas por
C. albicans e observaram a suscetibilidade desse micro-
organismo a PDT.

Na pratica odontologica, a procura por terapias
alternativas e complementares para tratar infecgdes
fungicas da cavidade bucal ¢ constante, devido a
resisténcia que alguns micro-organismos apresentam aos
medicamentos convencionais utilizados nos tratamentos
de lesdes localizadas. Entretanto a utilizagdo de corantes
na cavidade bucal resulta em manchamento da mucosa e
dentina, portanto deve-se levar em consideragao a dosagem
adequada, para evitar qualquer inconveniente ao paciente
(Wainwright, 1998; Wilson & Mia, 1993; Jori ef al., 2006).

Diversos trabalhos encontrados na literatura
avaliaram os efeitos da terapia fotodindmica antimicrobiana
em cepas padrao do género Candida (Giroldo et al., 2009;
Mima, et al., 2011; Kato et al., 2013). Considerando o
aumento das candidoses bucais apds o advento da AIDS
na década de 1980, surge a necessidade de estudos mais
especificos com cepas clinicas desse género.

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos
da terapia fotodindmica antimicrobiana, utilizando-se o
fotossensibilizador azul de metileno, sobre cepas clinicas
do género Candida.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas 20 cepas clinicas de Candida,
sendo 5 C. albicans, 4 C. tropicalis, 4 C. glabrata, 2 C.
parapsilosis, 2 C. kefyr, 1 C. krusei, 1 C. lipolytica ¢ 1
C. stellatoidea. Cada cepa foi submetida a diferentes
condi¢des experimentais: laser ¢ azul de metileno (L+F+,
n=06), laser e solucao fisioldgica (L+F-, n=6), apenas azul
de metileno (L-F+, n=6) e apenas soluc¢ao fisiologica como
grupo controle (L-F-, n=6), totalizando 24 experimentos
para cada cepa (480 ensaios). As cepas foram obtidas
de estudo anterior (Querido ef al., 2011) e permaneciam
armazenadas sob refrigeracdo, no laboratorio de
Microbiologia e Imunologia da Faculdade de Odontologia
de Sao José dos Campos, Sao Paulo, Brasil. Este trabalho
foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa
sob protocolo 05/2007-PH/CEP.
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Foi preparada suspensdo de cada cepa de Candida
contendo 106 células /mL. Cada cepa foi semeada em agar
Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, EUA) e incubada
a 37°C por 48 horas. A seguir, 0 micro-organismo foi
semeado em caldo Sabouraud e incubado a 37°C por 16
horas. O crescimento foi centrifugado a 1300 Xg durante 10
minutos, desprezando-se o sobrenadante. O sedimento foi
suspenso em 5 mL de solugao fisiologica esterilizada (NaCl
a 0,85%). Esse procedimento foi repetido e a contagem do
numero de células da suspensdo foi realizada por meio de
espectrofotometro (B582, Micronal, Sao Paulo, Brasil)
com comprimento de onda de 530 nm e densidade optica
de 0,284 (DO).

Para a sensibilizagao de cada cepa foi utilizado como
fotossensibilizador o corante azul de metileno (Labsynth,
Diadema, Sao Paulo) a 0,1%, previamente esterilizado por
filtragdo em membrana (Spritzen-Filter, Sdo Paulo, SP)
com poros de diametro de 0,22 um. A fonte de luz usada
foi um laser de Arseneto de Galio Aluminio (Easy Laser,
Clean Line, Taubaté, Brasil) com comprimento de onda de
660 nm (vermelho visivel) com tempo de exposi¢ao de 5
minutos ¢ 0,38 cm? de area irradiada, poténcia de 35 mW,
10 J de energia e densidade de energia de 26,31 J/cm? .

Em placa de microtitulagdo de 96 pogos de fundo
plano, esterilizadas e com tampa, foi adicionado 100 pL
de suspensao de Candida e 100 pL do fotossensibilizador
ou de solugdo fisiologica (NaCl a 0,85%). A seguir, a placa
contendo as amostras foi agitada durante 5 min em agitador
orbital (Solab, Piracicaba, Brasil). Apoés esse periodo,
o contetdo de cada pogo foi irradiado de acordo com os
grupos experimentais previamente descritos. A irradiacao
das amostras foi realizada em condigdes assépticas em
camara de fluxo laminar, em ambiente escuro ¢ utilizando
um anteparo negro fosco sobre a placa de diluigdo, para
evitar espalhamento de luz .

Apds a irradiagdo, a partir de cada amostra,
foram realizadas diluigdes seriadas de 102e 10 e aliquotas
de 100 pL das diluigdes foram semeadas em duplicata em
placas contendo agar Sabouraud dextrose (Difco, Detroit,
USA). Apds incubagao a 37° C por 48 horas, foi realizada a
contagem das unidades formadora de colonias (UFC/mL).
A andlise estatistica deste estudo foi feita pelos testes de
ANOVA e Tukey (p <0,05), no programa Minitab.

RESULTADOS

As médias de UFC/mL (Log) obtidas nos diferentes
grupos experimentais para cada cepa de C.albicans e nao-
albicans estao apresentadas na Tabela 1 a 6.

Foi observado que os grupos tratados com laser (L+F+
e L+F-) em todas as cepas apresentaram médias de UFC/mL
(Log) inferiores aos grupos sem laser (L-F+ ¢ L-F-), sugerindo
que o uso do laser, independente de estar associado ou nio a
um fotossensibilizador, provocou redu¢do microbiana.

O grupo com terapia fotodindmica utilizando azul
de metileno (L+F+) apresentou média de UFC/ml (Log)
semelhante ao grupo (L+F-). Esses dados demonstraram que a
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terapia fotodindmica com azul de metileno nos grupos testados
neste trabalho, ndo apresentou efeito sobre as cepas clinicas de
C. albicans estudadas, a reduc¢do microbiana encontrada no
grupo com terapia fotodinamica foi atribuida ao uso do laser
sem corante.

O resultado obtido na cepa 2 de C. albicans, para os
grupos (L+F-) e (L-F+) foi semelhante ao grupo controle (L-
F-), o uso isolado do fotossensibilizador (azul de metileno)
nao apresentou toxicidade consideravel para as cepas clinicas
de Candida.

Todas as 5 cepas de C. albicans que foram
analisadas separadamente apresentaram o mesmo padrao
de comportamento nos diferentes grupos, a redugdo UFC/
ml (Log) foi considerada estatisticamente insignificante nas
condi¢des avaliadas.

Asespéciesndo-albicans apresentaram comportamento
semelhante ao das espécies de C. albicans. C. kefyr 1 nao
apresentou reducdo nos grupos avaliados, sugerindo resisténcia
a terapia fotodinamica e ao laser sem fotossensibilizador. Na
cepa 2 houve redugdo estatisticamente insignificante nos
grupos com laser (L+F+) e (L+F-), comparado ao grupo
controle.

As cepas 1, 2 e 3 de C. tropicalis, apresentaram
reducdo no grupo (L+F+) e no grupo (L+F-), entretanto
a reducdo nas cepas 2 ¢ 3 com laser isolado foi superior ao
grupo com terapia fotodinamica. A cepa 4 foi resistente em
todos os tratamentos. Foi observado que ndo houve redugio
satisfatoria nas condi¢des avaliadas para C. tropicalis.

Ascepas de C. glabrata apresentaram maior resisténcia
nas condi¢des experimentais estudados. A cepa 1 e 4 foram
suscetiveis ao tratamento com laser (L+F-), no grupo (L+F+)
nao houve redugdo significativa em relagdo ao grupo controle.
As demais cepas 2 e 3, foram resistentes a PDT e ao laser sem
fotossensibilizador. O grupo tratado com corante sem laser
ndo causou redugdo.

C. parapsilosis 1 e 2 foram sensiveis ao grupo tratado
com laser, em relagdo ao grupo (L-F-). A cepa 2 apresentou
reducdo no grupo com terapia fotodinamica (L+F+) semelhante
ao grupo com laser (L+F-). As 2 cepas de C. parapsilosis
estudadas ndo demonstraram sensibilidade consideravel ao
tratamento de PDT ¢ aos demais grupos.

A cepa de C. stellatoidea apresentou média UFC/
ml (Log) do grupo (L+F+) inferior comparado ao grupo (L-
F-). Em todos os outros grupos nao foi observado redugio
significante, C. krusei e C. lipolytica apresentaram redugio nas
médias UFC/ml (Log) no grupo com laser (L+F+) comparado
ao grupo (L-F-). Para os demais grupos ndo houve viabilidade.

Observa-se que todas as cepas de C. albicans e
ndo-albicans analisadas foram resistentes ao tratamento
com terapia fotodinamica utilizando o azul de metileno
como fotossensibilizador. Houve variacdes na reducdo
das médias UFC/ml (Log) nas cepas da mesma espécie e
nas cepas de espécies diferentes. Os dados estatisticos dos
resultados demonstraram que ndo ocorreu efeito fungicida
do laser associado ao fotossensibilizador azul de metileno,
mas efeito fungistatico do laser sem corante para todas as
cepas estudadas.
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Tabela 1- Valores médios (+ desvio-padrdo) de UFC/mL
(logl0)de C. albicans (n=6) obtidos nos grupos tratados com
laser e azul de metileno (L+F+), laser e solugao fisiologica
(L+F-), azul de metileno (L-F+) e solugdo fisiologica (L-F-).
R% percentual de redugdo. *Teste de Tukey (p <0,05).

Cepas L+F+ L+F- L-F+ L-F-

C. albicans 1 5.20% 5.27* 5.80 5.86
DP /% R 0.13/11.2% 0.18/10.0% 0.12/1.02% 0.09

C. albicans 2 5.58 5.64 5.64 6.04
DP*/%R 0.08/7.6% 0.31/6.6% 0.31/6.6% 0.18

C. albicans 3 5.10% 4.95* 5.72 5.65
DP*/R 0.24/9.7% 0.19/12.3% 0.05/0.0% 0.16

C. albicans 4 4.95% 5.57 5.73 5.64
DP*/R 0.05/12.2% 0.22/1.2% 0.19/0.0% 0.10

C. albicans 5 4.54% 4.86% 5.53 5.38
DP*/R 0.20/15.6% 0.09/9.6% 0.15/0.0% 0.12

Tabela 2-Valores médios (+ desvio-padrao) de UFC/mL
(logl10) de C. kefyr (n=6) obtidos nos grupos tratados com
laser e azul de metileno (L+F+), laser e solugdo fisiologica
(L+F-), azul de metileno (L-F+) e solugdo fisiologica (L-F-).
R% percentual de redugdo. *Teste de Tukey (p <0,05).

Cepas L+F+ L+F- L-F+ L-F-
C. kefyr 1 5.84 6.01 6.06 6.25
DP*/%R 0.05/6.5% 0.16/3.8% 0.15/3.0% 0.10
C. kefyr2 5.05% 5.00* 5.63 5.80
DP*/%R 0.19/12.9% 0.21/13.7% 0.18/2.9% 0.23

Tabela 3-Valores médios (+ desvio-padrio) de UFC/mL
(logl0)de C. tropicalis (n=6) obtidos nos grupos tratados com
laser e azul de metileno (L+F+), laser e solugdo fisioldgica
(L+F-), azul de metileno (L-F+) e solugdo fisiologica (L-F-).
R% percentual de redugdo. *Teste de Tukey (p <0,05).

Cepas L+F+ L+F- L-F+ L-F-

C. tropicalis 1 4.52% 4.53* 4.89 5.00
DP*/%R 0.15/9.6% 0.22/9.4% 0.29/2.2% 0.11

C. tropicalis 2 5.07* 4.96* 5.16 5.30
DP*/%R 0.17/4.3% 0.18/6.4% 0.21/2.6% 0.21
C. tropicalis 3 5.18% 4.96* 522 532
DP*/%R 0.22/2.6% 0.08/6.7% 0.15/1.8% 0.27
C. tropicalis 4 5.46 532 5.59 5.54
DP*/%R 0.08/1.4% 0.15/3.9% 0.14/0.0% 0.23
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Tabela 4-Valores médios (+ desvio-padrdo) de UFC/mL
(logl0) de C. glabrata (n=6) obtidos nos grupos tratados com
laser e azul de metileno (L+F+), laser e solugao fisiologica
(L+F-), azul de metileno (L-F+) e solugdo fisiologica (L-F-).
R% percentual de redugdo. *Teste de Tukey (p <0,05).

Cepas L+F+ L+F- L-F+ L-F-

C. glabrata 1 5.68 4.72% 6.00 5.82
DP*/%R 0.34/2.4% 0.34/18.9% 0.05/0.0% 0.18
C. glabrata 2 5.92 5.94 5.99 6.05
DP*/%R 0.06/2.1% 0.06/1.8% 0.07/0.9% 0.14
C. glabrata 3 5.96 5.96 6.19 5.98
DP*/%R 0.12/0.3% 0.17/0.3% 0.15/0.0% 0.14
C. glabrata 4 5.66 5.14% 5.85 5.77
DP*/%R 0.07/1.9% 0.09/10.9% 0.12/0.0% 0.13

Tabela 5-Valores médios (£ desvio-padrao) de UFC/
mL (logl0) de C. parapsilosis (n=6) obtidos nos grupos
tratados com laser e azul de metileno (L+F+), laser e
solucdo fisiologica (L+F-), azul de metileno (L-F+) e
solugdo fisiologica (L-F-). R% percentual de reducdo.
*Teste de Tukey (p <0,05).

Cepas L+F+ L+F- L-F+ L-F-

C. parapsilosil 5.75 5.09% 5.89 5.94
DP*/R % 0.14/3,1% 0.09/14.3% 0.06/0,8% 0.09
C. parapsilosi2 5.06% 5.13% 5.74 5.92
DP*/R % 0.06/14.5% 0.10/13.3% 0.05/3.0% 0.07

Tabela 6-Valores médios (+ desvio-padrao) de UFC/mL
(logl0) de C. stellatoidea, C. krusei e C.lipolytica (n=6)
obtidos nos grupos tratados com laser e azul de metileno
(L+F+), laser e solugdo fisiologica (L+F-), azul de metileno
(L-F+) ¢ solugdo fisiologica (L-F-). R% percentual de
reducdo. *Teste de Tukey (p <0,05).

Cepas L+F+ L+F- L-F+ L-F-

C. stellatoidea 5.64 5.88 5.96 5.96
DP*/R % 0,14/5.3% 0.22/1.3% 0.16/0.0% 0.06
C. krusei 527 4.92% 5.54 5.48
DP*/R % 0.07/3.8% 0.16/10.2% 0.21/0.0% 0.14
C. lipolytica 5.20 4.62* 5.52 5.61
DP*/R % 0.05/7.3% 0.05/17.6% 0,06/1.6% 0.21
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DISCUSSAO

A ocorréncia de infecgdes causadas por fungos
na mucosa bucal aumentou consideravelmente nos
ultimos anos, este fato deve-se ao uso indiscriminado
de antibidticos, tratamento quimioterapico para
neoplasias, medicamentos imunossupressores que
influenciam na microbiota bucal e desordens do sistema
imunolégico (Hamblim&Hasan, 2004; Donelli et al.,
2008; Samaranayake ef al., 2013). O uso constante
de antifingicos tdpicos e sistémicos principalmente
em pacientes com infec¢des recidivantes, favorece
o aparecimento de cepas resistentes aos farmacos
comumente utilizados, para tratar tais infec¢des. (Bliss
et al., 2004; Carrillo-Mundz et al., 2004).

Terapia fotodindmica antimicrobiana, tem sido
utilizada para tratar infecgdes localizadas, objetivando a
destrui¢cdo dos patdégenos oportunistas sem causar efeito
colateral ou toxico para o hospedeiro (Jori ef al., 2006;
Mima, et al., 2011).  Kato ef al. (2012), avaliaram a
redugdo dos fatores de viruléncia e patogenicidade de C.
albicans ATCC (90028) em modelo animal e verificaram
que houve viabilidade na aplicacdo da PDT, reduzindo
os fatores patogénicos do micro-organismo. Os autores
utilizaram azul de metileno na concentra¢do de 0,5 mM
combinado com laser Arseneto de Galio Aluminio, com
comprimento de onda de 660 nm e 9 a 27J/cm?2.

No presente estudo, foram utilizados parametros
similares ao trabalho anteriormente citado, entretanto
as 20 cepas de Candida utilizadas foram clinicas,
pertencentes a 8 espécies diferentes, incluindo C.
albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis, C.
kefyr, C. krusei, C. lipolytica e C. stelatoidea. Observamos
que ndo houve reducgao estatisticamente significante nas
médias de UFC/mL (Log) em todas as cepas estudadas.
O grupo que recebeu o fotossensibilizador isoladamente
(L-F+) apresentou resultado semelhante ao grupo
controle (L-F-), indicando que a dose do corante testada
ndo apresentou toxicidade para os micro-organismos e
os grupos que receberam laser (L+F+ ¢ L+F-) exibiram
médias de UFC/mL (Log) inferiores ao grupo controle
(L-F-), sugerindo que a reducdo microbiana observada
no grupo (L+F+) foi provocada pelo laser e ndo pela
terapia fotodinamica.

Redugdo das médias de UFC/mL (Log) significante
em cepas ATCC foi obtida por Souza ef al. (2006), que
utilizaram a mesma metodologia do presente trabalho.
Os autores estudaram os efeitos da fotossensibilizagdo
de diferentes espécies de Candida pelo azul de metileno
associado ao laser de baixa poténcia (Arseneto de Galio
Aluminio) com comprimento de onda de 685 nm e
densidade de energia de 28 J/cm2). A terapia fotodinamica
foi eficaz na redug@o microbiana, apresentando médias
de UFC/mL (Log) de 4,68 para C. albicans (ATCC
18804), 4,20 para C. krusei (ATCC 6258) ¢ 4,72 para
C. tropicalis (ATCC 13803) em relagdo aos grupos
controle, respectivamente, com médias de 5,69, 5,46 ¢
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5,68. Os grupos tratados com laser isoladamente também
exibiram diminui¢do no nimero de UFC/mL, entretanto
essa diferenga foi estatisticamente significante apenas
para C. tropicalis. Em nossos resultados, as médias UFC/
ml das 3 cepas de C. tropicalis também apresentaram
redugdo nos grupos tratados somente com laser (L+F-),
na cepa 4 C. tropicalis ndo houve diferenca estatistica
nos grupos avaliados.

Os estudos anteriormente citados (Jori et al.
2006; Souza et al. 2006; Prates et al., 2007; Peloi et
al., 2008) avaliaram os efeitos da terapia fotodindmica
sobre cepas padrdo de C. albicans, C. krusei ¢ C.
tropicalis. No presente estudo foram analisadas cepas
clinicas de diferentes espécies do género Candida,
que provavelmente necessitam de maior tempo de pré-
incubagdao do fotossensibilizador ou maior tempo de
exposicao ao laser. O tempo de pré-incubagdo do micro-
organismo com o fotossensibilizador utilizado neste
estudo foi de 5 min.

Segundo Jori et al. (2006), as leveduras
necessitam de um periodo minimo de 30 min de pré-
incubagao com o fotossensibilizador, para que o mesmo
consiga atingir concentragdes endocelulares suficientes
para ocorrer a fotoinativagdo microbiana.

No presente estudo, para a fotossensibilizagdo do
azul de metileno foi utilizado laser com densidade de
energia de 26,3 J/cm2. Peloi et al. (2008), utilizando
azul de metileno como fotossensibilizador, também
verificaram que o aumento da densidade de energia do
LED vermelho de 6 para 12 J/cm? resultou em aumento
da quantidade de reducdo de C. albicans (ATCC 90028)
em aproximadamente 1 log(UFC/ml).

A dificuldade na obteng¢ao de bons resultados com
a fotoinativagdo de leveduras tem sido bastante discutida
na literatura. De acordo com Donelly et al. (2008), as
leveduras sdo mais dificeis de serem mortas pela terapia
fotodinamica do que as bactérias porque possuem
membrana nuclear, maior tamanho celular e reduzido
nimero de alvos para o oxigénio singleto por unidade de
volume celular.

Os resultados do presente estudo ndo foram
satisfatorios quando comparados aos dados da literatura.
A analise estatistica das médias de UFC/ml (Log) foi
realizada para cada cepa isoladamente e os resultados
demonstraram que o laser sem corante levou a uma
redugdo no nimero de UFC/mL (Log) mais significante
que o grupo tratado com terapia fotodindmica (L+F+),
em relag@o ao grupo controle de todas as cepas avaliadas.
O efeito do laser de baixa intensidade sobre leveduras
também foi descrito por Maver-Biscanin et al. (2005).
Esses autores avaliaram o efeito do laser sobre C. albicans
em dois pacientes com inflamagdo palatal causada pelo
uso de protese total. Os pacientes foram irradiados com
diferentes comprimentos de onda e diferentes tempos
(830 nm por 5 min e 685 nm por 10 min). Apos a terapia,
houve regressdo no processo inflamatorio e diminuig¢ao
no numero de coldnias de Candida coletadas do palato.
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Os danos fotodindmicos sobre patdogenos
bacterianos e fungicos sem a utilizagdo de
fotossensibilizadores sdo atribuidos a luz ultra-violeta
e aos lasers de alta intensidades, entretanto ambos
sdo inviaveis nas terapias de doencas infecciosas por
causarem danos as células humanas. Em estudo recente,
Bornstein et al. (2009) avaliaram os efeitos do laser
infra-vermelho (870 e 230 nm), sem associagdo de
fotossensibilizador, sobre S. aureus, E. coli, C. albicans
e Trichophyton rubrum. Na fotoinativagdo de S. aureus e
E. coli, o percentual de morte microbiana observado foi,
respectivamente, de 19 a 98% e de 8 a 98%, dependendo
da densidade de energia utilizada. Para C. albicans
e T. rubrum ocorreu 100% de morte microbiana em
todas as densidades de energia testadas. Esses autores
relataram que a resposta do micro-organismo ao laser
infra-vermelho envolve a geragdo de espécies reativas
de oxigénio, que sdo derivadas da membrana plasmatica
¢ da membrana mitocondrial.

Concluiu-se que as cepas de Candida analisadas
apresentaram sensibilidade ao laser de baixa poténcia na
presencga ou nao de azul de metileno.
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ABSTRACT

Effects of antimicrobial photodynamic therapy on
Candida yeasts

The aim of this study was to evaluate the effects of
photodynamic therapy using methylene blue on
Candida strains. Were studied: 5 C. albicans, 4 C.
tropicalis, 4 C. glabrata 2 C. parapsilosis, 2 C. kefyr,
1 C. stellatoidea, 1 C. krusei and 1 C. lipolytica. Each
strain was underwent to four experimental conditions:
methylene blue laser (L+P+) irradiation with laser
(L+P-), treatment with methylene blue (L-P+), and
treatment with saline as control group (L-P-). After
treatment of each strain and plating serial dilutions
on Sabouraud dextrose agar were performed. The data
from colony forming units per milliliter (CFU/ml) were
analyzed by ANOVA and Tukey test (p <0.05). The
results suggest that the groups treated with laser (L+
P+ and L+P-) showed average CFU/ml (Log) lower
than without laser treatment groups (L-F- e L-F+).
The group with photodynamic therapy (L+P+) showed
an average CFU/ml (Log) similar to the group (L+P-).
It was concluded that the strains of Candida analyzed
were sensitive to laser irradiation of low power in the
presence or absence of methylene blue.

Keywords: Candida spp. Photodynamic therapy. Low-
power laser. Methylene blue.
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