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RESUMO

Objetivo: avaliar o efeito de pardmetros especificos da irradiagdo com laser de baixa
intensidade sobre cepas de Candida albicans (ATCC 18804), Candida krusei

(ATCC 34135) e Candida tropicalis (ATCC 13803).

Metodologia: indculos das trés especies de candida (1.5 x 10® microorganismos/ml )
foram irradiadas com um dispositivo laser infra-vermelho de Arsenato de Galio -AsGa
(TwinFlex Evolution, MMO Equipamentos Eletronicos 660 nm, 0,5 nW), nas doses
(J/cm?): 1,2 (10 seg), 3,7 (30 seg), 7,5 (1min) e 15(2 min). Apds aplicacdo, os
indculos foram semeados em placas petri com meio de cultura Sabouraud-Dextrose e
incubadas em estufa bacterioldgica a 37°C. Depois de 48 horas, realizou-se a
quantificacdo das Unidades Formadoras de Col6nias - UFC e analisou-se os dados
estatisticamente, através dos Testes de Friedman e Wilcoxon (a =0,05). Todos os
testes foram realizados em duplicata.

Resultados: os valores da mediana (Q25 - Q75) obtidos na quantificacdo das cepas
apos irradiacdo do laser nas doses ( J/cm?) 1,2, 3,7, 7,5 e 15 foram
respectivamente: 35,23 (9,15-47,64); 6,79 (1,45-6,87); 5,32 (1,39-8,15);

6,10 (1,18-11,86) e 5,13 (0,99-6,25). Estes resultados mostraram diferencga
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significativa estatisticamente de acordo com a dose aplicada (p<0,05), no entanto,
nao se identificou o(s) grupo (s) que apresenta diferenca significativa dentre os
demais, no pés-hoc.

Conclusédo: alaserterapia de baixa intensidade apresentou efeito inibitério sobre
cepas de Candida, sendo esta atividade alterada de acordo com a dose irradiada.

Palavras-chaves: candida, candidiase oral, terapia a laser de baixa intensidade.

RESUMEN

Objetivo: evaluar el efecto de los parametros especificos de la irradiacion con laser
de baja intensidad en cepas de Candida albicans (ATCC 18804), Candida krusei
(ATCC 34135) y Candida tropicalis (ATCC 13803).

Métodos: los indculos de las tres especies de Candida (1,5 x 10® microorganismos
/ ml) se irradiaron con un dispositivo laser de infra-roj de GaAs-arseniato de galio
(TwinFlex Evolution, MMO Electronic Equipment 660 nm, 0,5 nW) en la dosis
(J/cm?) 1,2 (10 seq), 3,7 (30 seq), 7,5 (1 min) y 15 (2 min). Después de la
aplicacion, los indculos se sembraron en placas de Petri con medio de cultivo de
Dextrosa Sabouraud y se incubaron en incubadora bacteriolégica a 37 © C. Después
de 48 horas, se produjo la cuantificacién de unidades formadoras de colonias - UFC
y los datos fueron analizados estadisticamente mediante la prueba de Wilcoxon y
Friedman (a= 0,05). Todos los ensayos se realizaron por duplicado.

Resultados: los valores medios (Q25 - Q75) obtenidos en la cuantificacidn de las
cepas después de la irradiacion con laser en la dosis (J/cm2) 1,2, 3,7, 7,5y 15,
fueron respectivamente: 35,23 (9,15-47,64) 6,79 (1,45-6,87) 5,32 (1,39 a 8,15)
6,10 (1,18-11,86) y 5.13 (0,99-6,25). Estos mostraron una diferencia
estadisticamente significativa de acuerdo con la dosis aplicada (p <.05), sin
embargo, no se identificaron (s) grupo (s) que presenta una diferencia significativa
entre otros en lo post-hoc.

Conclusiones: el tratamiento con laser de baja intensidad mostré efecto inhibitorio
sobre cepas de Candida, siendo esta actividad alterada de acuerdo con la dosis
irradiada.

Palabras clave: candida, candidiasis oral, terapia con laser de baja intensidad.

ABSTRACT

Objective: to evaluate the effect of specific parameters of low-level laser irradiation on
strains of Candida albicans (ATCC 18804), Candida krusei

(ATCC 34135) and Candida tropicalis (ATCC 13803).

Methods: the inocula of the three Candida species (1.5 x 10® microorganisms/ml) were
irradiated with a gallium-arsenide (GaAs) infrared laser device (Twinflex Evolution, MMO
Electronic Equipment, 660 nm, 0.5 nW) at doses (J/cm?): 1.2 (10 sec), 3.7 (30 sec),

7.5 (1min) and 15 (2 min). Following irradiation, the inocula were grown on Petri dishes
containing Sabouraud Dextrose culture medium and then incubated in bacteriological
incubator at 37 °C. After 48 hours, it was quantified the number of colony-forming units
(CFU) and data were statistically analyzed using Friedman’s and Wilcoxon’s tests (a=0.05).
All tests were performed in duplicate.

Results: the median values (Q25 - Q75) gathered in the quantification of the strains after
laser irradiation at doses (J/cm?) 1.2, 3.7, 7.5 and 15 were, respectively: 35.23
(9,15-47,64); 6,79 (1,45-6,87); 5,32 (1,39-8,15); 6.10 (1,18-11,86) and 5.13 (0,99-6,25).
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These results were found to show statistically significant differences according to the dose
administered (p<0.05). Nevertheless, it was not possible to identify in the post-hoc tests
which group(s) showed significant difference.

Conclusion: low-intensity laser therapy showed inhibitory effect on Candida strains, and
such activity was altered according to the irradiated dose.

Keywords: candida, candidiasis oral, laser therapy low-level.

INTRODUCAO

A eliminagdo de microrganismos da cavidade oral é fundamental para prevenir o risco
de infeccdes locais e sistémicas, para isso, muitas substancias tém mostrado certa
eficacia, mas a resisténcia de alguns microrganismos a determinados medicamentos,
ilustra a necessidade de métodos alternativos.

O aumento de casos de infeccOes causadas por cepas de Candida e a consequentemente
utilizagdo excessiva de antimicrobianos, favoreceu, nas ultimas décadas, a resisténcia
dessas leveduras aos agentes antifungicos convencionais.!

Estes microrganismos estdao presentes, em grande quantidade, em pacientes HIV
positivos e em pacientes submetidos a radioterapia e quimioterapia, condicdes estas
gue ocasionam um estado de imunossupressao, predispondo os mesmos a uma maior
resisténcia aos tratamentos convencionais com antifiingicos.?3

Na Odontologia, os lasers sao utilizados principalmente como auxiliares na redugao de
microorganismos.*> Os lasers de alta poténcia, emitem grandes intensidades luminosas,
causando modificagGes estruturais nos tecidos. E os lasers em baixa poténcia,
associados a corantes, podem levar a morte ou redugao dos microrganismos, sem
causar danos ao organismo, processo conhecido como Terapia Fotodinamica (TFD).
Mecanismo em que a luz laser ativa um corante depositado no organismo alvo e o
sensibiliza em duas vias distintas, seja por meio do sistema redox, promovendo apds
interacdo com o meio uma resposta citotoxica, seja pela liberacdo de energia ocorrida
apos a radiagdo que atingiu o corante no organismo alvo, transformando o oxigénio em
nivel molecular em oxigénio singleto, citotdxico para as bactérias.®

Em relacdo aos efeitos isolados do laser, também foram observadas reducdes na
quantidade de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC/mL) de Candida albicans,
sugerindo uma possivel susceptibilidade desta levedura exclusivamente ao laser.”
Estudos anteriores apresentaram descritivamente uma isolada atividade do laser frente
a cepas de Candida.>78 No entanto, diante da alta prevaléncia de candidiase oral, em
razao das condicOes sistémicas da populacdo, e crescente disponibilidade de
tratamentos com laser sem protocolos especificos, faz-se necessario a realizacdo de
novas investigacGes com testes de hipdteses diferenciadas a respeito da sua atividade
antifungica.

Diante do exposto, o presente estudo teve o objetivo de avaliar o efeito de parametros
especificos da irradiacdo com laser de baixa intensidade sobre cepas de Candida, in
vitro, testando a hipétese de que a atividade antimicrobiana de baixa intensidade se
diferencia de acordo com a dose aplicada.
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METODOLOGIA

Realizou-se uma metodologia de abordagem indutiva com procedimento
comparativo-estatistico e documentagao direta por procedimento laboratorial,®
desenvolvido no Laboratério de Desenvolvimento e Ensaios em Medicamentos
(LABDEM) da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB).

Para analise da atividade antimicrobiana in vitro, foi utilizado um diodo laser Arseneto de
Galio - AsGa (TwinFlex Evolution, MMO Equipamentos Eletronicos), atuando na faixa
espectral do vermelho com comprimento de onda de 660nm correspondente a faixa de
comprimento de baixa intensidade, com poténcia util de 0,5 mW.

As cepas de referéncia Candida albicans (18804), Candida tropicalis (13803) e
Candida krusei (34135) empregadas foram obtidas no préprio laboratério,
reativadas em meio Sabouraud-Dextrose (Difco Laboratories, Detroit, MI, EUA) a
37° C e cultivadas em Agar Sabouraud-Dextrose 4% (Difco Laboratories, Detroit,
MI, EUA), a 37 © C durante 48 horas, de acordo com as suas necessidades
fisioldgicas. O inéculo microbiano foi padronizado de acordo com Clinical and
Laboratory Standards Institute,'® em espectrofotometo BIOSPECTRO® com
comprimento de onda a 625 nm, em que as referidas suspensoes foram diluidas de
modo a obter-se uma preparagdo microbiana com concentracao final proxima a
10% UFC/mL.

A atividade antimicrobiana foi avaliada através da quantificagdo das UFC/mL das
cepas fungicas conforme a técnica empregada por estudo anterior ! com
modificagées do CLSI.1° Para tanto, as amostras das cepas foram adequadamente
irradiadas, com emissoes continuas e modo de operacdo pontual, pelo laser de
AsGa (660 nm) nas dosimetrias (em J/cm?): 1,2 (10 seg),3,7 (30 seg),7,5 (1min) e
15 (2 min). Como controle negativo e de crescimento, ndo se aplicou o laser em
uma amostra de cada cepa. Apds os ensaios, aliquotas de 0,1 mL de cada diluicao
foram retiradas e semeadas em placas contendo Agar Sabouraud-Dextrose (Difco
Laboratories, Detroit, MI, EUA). As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica
a 379, por 48 horas e realizou-se a quantificacdao. Todos os testes foram realizados
em duplicatas.

Os resultados da contagem foram organizados de acordo com as diferentes doses
do laser aplicadas, independente da espécie de Candida, e analisados
descritivamente e estatisticamente através dos Testes de Friedman e Wilcoxon,
com nivel de significancia de 5% (a=0,05), no software SPSS (Statistical Package
for Social Sciences), versao 17.0.

RESULTADOS

Os valores obtidos na quantificagdo de UFC das cepas testadas sob a irradiacao do
laser de baixa intensidade estao descritos na tabela.
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DISCUSSAO

O uso de préteses dentarias, deficiéncias nutricionais, doencas metabdlicas,
diminuicao da imunidade do hospedeiro, lesdbes em mucosas, higiene oral
deficiente, e tratamentos prolongados com antibidticos e corticosteroides sdo
alguns fatores que predispéem o surgimento das candidiases orais. 2

O tratamento com agentes antifungicos, tais como nistatina, anfotericina B e
fluconazol é capaz de alcancar apenas uma resposta transitéria durante o
tratamento, em geral, durante 15 dias.!3 As recorréncias sdo muito comuns,
considerando-se a etiologia multifatorial das candidiases e o uso generalizado de
fungicidas tem resultado no desenvolvimento de espécies resistentes.

Por esses fatores, o laser de baixa intensidade tem sido amplamente divulgado
como promissor no tratamento das infecgGes fungicas, no entanto, ndo ha um
consenso na literatura sobre quais parametros para a irradiacdo a laser seriam mais
eficazes na descontaminacgdo fungica,37”:'* !> tornando necessario que sejam
realizadas diversas investigacdes para a elaboracdo de protocolos clinicos seguros
quanto ao uso do laser de baixa intensidade.

Neste estudo, testou-se a acdo do laser de baixa intensidade sobre espécies do
género Candida spp., in vitro, sem a ativagao prévia com um fotoativador, levando
em consideracdo a possivel toxicidade das substancias utilizadas para ativacao do
laser. Os resultados apresentaram um consideravel potencial antifiingico do laser
sobre as cepas testadas (Tabela 1), resultante do efeito inibitério do laser no
crescimento celular das colonias fungicas, 7 sendo explicada essa sensibilidade das
cepas testadas, na auséncia de substancia fotossensibilizantes, através da
existéncia de espécies microbianas que contém naturalmente componentes
fotossensiveis enddgenos nos seus microorganismos.'®

Tabela. Quantificacdo das cepas, em UFC x 102, sob a ac3o do laser de baixa densidade

Dose (1/cm?) Mediana (Q 25 - Q75) Valor de p
0 (controle) 35,23 (9,15- 47,64) 2 < 0,05%
1,2 6,79 (1,45- 6,87) 2
3,7 5,32 (1,39- §,15) 3
7,5 6,10 (1,18- 11,86) 3
15 5,132 (0,99- 6,25) 3

Os valores expressos como mediana (Q25-Q7%) (n = 3) do ndmero de UFC k103

*: Teste de Friedman com a=0,05. Mesmas letras minudsculas nas colunas indicam nenhuma diferenca

estatisticamente significativa (Teste Wilcoxon penalizado por 10 combinagies com a=0,05).

Na analise analitica desses dados, o numero de UFC/mI| de Candida diminuiu
conforme aumentava a Dose (J/cm?) da irradiacdo do laser de baixa intensidade,
com diferencga significativa entre os grupos experimentais avaliados de acordo com
a dose empregada (Tabela 1). Mostrando que a atividade antimicrobiana do laser é
dose dependente, obtendo melhores efeitos de acordo com o aumento da dose.

No entanto, ndo se identificou qual grupo experimental apresenta diferenca
significativa dentre os demais, no teste pds-hoc, fato explicado pelo nimero
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pequeno (3) de espécies de candida incluidas no estudo, diminuindo a variabilidade
da amostra, para a aplicagdo do teste. Por isso, ressalta-se que a espécie de
candida utilizada, foi escolhida de acordo com estudos anteriores 317 e, a descrigao,
na literatura, sobre o maior envolvimento destas espécies de candida com a
candidiase oral.®

Esses resultados descritivos concordaram com estudos anteriores,3'” que avaliaram
a irradiacao com laser de diodo (685 nm) com 28 cm/J em suspensdes de Candida
albicans, Candida krusei e Candida tropicalis, na presenca e na auséncia de azul de
metileno, e concluiram, até mesmo na auséncia de fotossensibilizador, a
sensibilidade da espécie C.tropicallis ao laser, 3 assim como no estudo do laser
arsenieto de galio e aluminio com um comprimento de onda de 660 nm, poténcia
de saida de 0,035W e area iluminada de 0,38 cm?2 que diminuiu a quantidades de
cepas de C.albicans. 7

A laserterapia em estudo in vivo, também, apresentou efeito inibitério no
crescimento celular das col6nias flngicas.” Neste estudo, pacientes foram
irradiados na mucosa palatal e na base acrilica da protese, com tempo de cinco
minutos de exposicdo (830 nm, 3,0 J/cm2, 60 mW) e tempo de dez minutos

(685 nm, 3,0 J/cm2, 30 mW), por 5 dias consecutivos. Avaliou-se, por intermédio
do método de swab e estimacdo semiquantitativa do crescimento das col6nias em
placa com agar. A inflamacao foi avaliada conforme resposta clinica. Apds o término
do tratamento, ocorreu a diminuigdo das colonias e da inflamacdo. 7

Em contrapartida, outros estudos encontram exclusivamente atividade antifingica
consideravel do laser quando associado a substancias fotoativadoras como azul de
metileno, azul de toluidina e verde de malaquita.319-20 Sendo importante destacar
a dificuldade de comparagao entre os achados da literatura, devido as diferentes
técnicas empregadas. Esse trabalho buscou suprir essas dificuldades e evitar o viés
na avaliacdo dos resultados. Para tanto, as técnicas empregadas foram baseadas
na literatura.

Por se tratar de uma pesquisa in vitro, esse estudo apresenta algumas limitacoes,
pois ndo reproduz condicdes naturais orais importantes, como aderéncia celular,
formacdo de biofilme, presenca da saliva humana e demais condigOes inerentes a
cavidade oral.?! Apesar disso, os trabalhos, in vitro, tém a vantagem de fornecer
dados isolados de variaveis de interesse, sem que haja a interferéncia de outros
fatores (vieses de confundimento). Associado a esses fatores, a incorporagao do
controle de crescimento ou negativo contribuiu para reducdo de viés metodoldgico,
comparacao entre os protocolos testados e comprovacdo da viabilidade das cepas
testadas.??

Sendo assim, novas investigagoes sdo necessarias para a determinacdo de
protocolos de utilizagdo da laserterapia de baixa intensidade. De forma que, o
prosseguimento dos ensaios laboratoriais considerem a avaliacdo da atividade
antifingica diante de cepas clinicas e outras linhagens padronizadas empregando
técnicas que considerem a aderéncia celular, a formacao de biofilme in vitro e a
influéncia da saliva humana.

A terapia a laser de baixa intensidade apresentou efeito inibitorio sobre as cepas de
Candida avaliadas, com atividade diferenciada de acordo com a dose irradiada.
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