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INTRODUCAO

O estudo de terapias antimicrobianas
alternativas € um campo de investigacéo
promissor, particularmente devido ao uso
indiscriminado de antimicrobianos nas
ultimas décadas, que acelerou a selecdo de
cepas microbianas resistentes [1].

Candida albicans € um fungo oportunista,
comumente encontrado na microbiota
residente do ser humano, estando presente
em até 62% dos individuos saudaveis. A
ocorréncia de resisténcia a alguns farmacos
amplamente empregados ja foi relatada,
preocupando diversas organizacoes
internacionais de saude [2].

A terapia fotodinamica (PDT, do inglés
photodynamic therapy) surge como potencial
alternativa de tratamento para varias
doencas infecciosas de alta relevancia
clinica [3]. A PDT causa morte celular
baseada na associagdo de farmacos
fotossensiveis (FS) a aplicacdo de luz com
comprimento de onda adequado. Ao
absorver um féton o FS € promovido para um
estado excitado e ap0Os sofrer decaimento
para o estado intermediario, o FS pode
transferir energia para o oxigénio molecular
ou participar de um processo de
transferéncia de elétrons que levam a
geracdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) que possuem efeitos citotoxicos,
independentemente de mecanismos de
resisténcia a farmacos antimicrobianos
guimioterapicos tradicionais [3].

Trabalhos in vitro tém demonstrado os
positivos efeitos antimicrobianos da PDT em
varias espécies de Candida [4]. Entretanto,
os resultados e as conclusdes obtidas nestes

estudos servem apenas de ponto de partida
para a aplicacdo in vivo, e outras diversas
guestdes necessitam ser avaliadas para que
esta terapia seja empregada na pratica
clinica com sucesso.

OBJETIVO

Desenvolver um modelo de candidiase
localizada no  tecido  vaginal de
camundongos fémeas para estudo do efeito
fotodinamico antimicrobiano.

METODOLOGIA

Esta pesquisa foi submetida ao Comité de
Etica em Pesquisa Animal do IPEN, tendo
sido considerada aprovada sob no. 2009/38.

Camundongos fémeas BALB/c com idade
entre 6 e 8 semanas foram tratados com
estrégeno semanalmente para permitir o
estabelecimento e a manutengcdo da
infecgé@o vaginal. A infec¢éo foi induzida por
uma cepa de C. albicans bioluminescente
(CEC 789), 72 h apdés a primeira
administracdo do horménio por meio da
deposicdo de 20 pL da suspensdo de
leveduras (1x10® UFC/mL) na vagina dos
animais.

Cinco dias apds a inoculacdo, a infeccéo
fungica foi confirmada mediante analise
histolégica com a coloracdo padrdo PAS e a
recuperacdo dos microrganismos  por
lavagem do canal vaginal com 50 pL de
solucdo salina fosfatada (PBS). Para
guantificar o numero de unidades
formadoras de colonia por mL (UFC/mL), o
conteudo obtido foi diluido seriadamente e
plagueado em &gar Sabouraud com
cloranfenicol, em triplicata.  Animais
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representantes de cada grupo foram
eutanasiados e o canal vaginal foi retirado
para preparacédo histoldgica.

Para avaliar a eficacia da PDT, os grupos
experimentais foram anestesiados e
receberam 20 pL da solucdo do FS (azul de
metileno, AM) depositado no do canal
vaginal em diferentes concentracdes: 0 mM,
0,1 mM, 0,5 mM e 1 mM. Apés aguardar 10
minutos para incorporacdo do AM pelas
células, a PDT foi realizada posicionando a
ponteira do laser na entrada do canal vaginal
com 0s seguintes parametros: A= 660 nm,
(GaAlAs, Photon Lase lll, DMC ), P= 100
mW, ®= 0,03 cm? em modo continuo, com
tempo de exposicao de 6 min [5].

A andlise da distribuicao espacial do fungo e
do AM no canal vaginal foi feita por imagem,
via monitoramento de emissdo de
bioluminescéncia e fluorescéncia. Para
inducdo da bioluminescéncia, 20 pL de
solucao de coelenterazina (500 pg/mL) e AM
(2 mM) diluidos em PBS foram inoculados no
canal vaginal de animais previamente
infectados, onde em seguida uma camera
ultrassensivel (C2400-30H, Hamamatsu
Photonics, Bridgewater, NJ) foi utilizada para
captacao da bioluminescéncia e uma camera
de fluorescéncia (MaestroTM, CRI Inc,
Woburn, MA) monitorou a distribuicdo do FS.

RESULTADOS

O conteudo da lavagem vaginal mostrou a
presenca de células epiteliais enucleadas,
confirmando a agcdo do hormonio. A infeccao
persistiu até o final do periodo experimental
e 0 aspecto da infeccdo corrobora com a
literatura [6].

Observamos que o0 FS esta presente
principalmente na mucosa do canal vaginal
em distribuicdo coincidente com a infecgéo
induzida.

O numero de células fungicas recuperadas
de animais tratados com 1 mM de AM e néo
irradiados (2,1x108 UFC/mL) n&o apresentou
diferenca estatistica em relacdo ao grupo
controle. Entretanto, apés a PDT o numero
de células viaveis foi significantemente
reduzido (~1logio), em relagdo ao controle,
para todas as concentracbes de AM
testadas. Nao foram encontradas diferencas
estatisticas entre os grupos PDT.

CONCLUSOES

Neste trabalho, foi possivel estabelecer um
modelo reprodutivel de candidiase vulvo-
vaginal em camundongas para estudo da
PDT. Nossos resultados mostram que a PDT
foi capaz de reduzir significativamente o
namero de células fungicas viaveis neste
modelo de infeccdo. No entanto, mais
trabalhos sdo ainda necesséarios para
otimizacao de nossos achados in vivo.
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