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Abstract: In vitro studies have demonstrated positive
antifungal activities of photodynamic therapy (PDT),
but employment of this treatment in vivo requires
adjustments. In this work we develop a mice model
of vaginal candidiasis (VC) once evidences of
systemical complications caused by this type of
infection are not reported. Twenty female Balb-c
mice were treated subcutaneously with estrogen 72h
before intravaginal inoculation of Candida albicans
to establish a persistent infection. Vaginitis was
verified by histological and microbiological
evaluation after 5 days. With the infection induced
we investigated fungal localization by
bioluminescence and photosensitizer distribution by
fluorescence. Light propagation into vaginal canal
was also analyzed. To test PDT, crescent
concentrations of methylene blue were topically
applied intravaginally for 10min before irradiation.
The vaginal area was illuminated using a 660nm-red
laser (P= 100mW, E= 3J) during 6min. Samples were
collected from vaginal content for microbiological
counting. The animals were then euthanized and
tissue was removed and processed for scan electron
microscopy (SEM). Our findings showed a decrease
of fungal burden of 1 log after PDT. SEM analysis of
the vaginal tissue presented epithelium
desquamation, disrepair fungal cells, and dendritic
cells suggesting an improvement of the infectious
process compared to control. These findings suggest
that mice induced-VC is a good model to study PDT
in local fungal infection.
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Introducéo

O estudo das terapias antimicrobianas é um campo
de investigagdo que sofre constantes desafios,
particularmente devido ao crescente nimero de
patégenos identificados e do aumento nos fatores de
risco relacionados as infecgdes [1]. O uso
indiscriminado de farmacos antimicrobianos nas Ultimas
décadas acelerou a selecdo natural de cepas microbianas

resistentes e permitiu a rapida evolugdo da resisténcia a
estes agentes por meio de recombinacdo genética dos
fatores de resisténcia e mutagéo [2].

A resisténcia microbiana € um assunto que preocupa
diversas organiza¢fes mundiais e vem ganhando cada
vez mais a atenc¢do do setor publico de salde. A terapia
fotodindmica (PDT, do inglés Photodynamic Therapy)
surge nesse contexto como potencial alternativa de
tratamento para varias doencas de significativa
importancia clinica.

A PDT causa morte celular baseada no uso de
substancias com propriedades fotossensibilizadoras e
aplicacdo de uma luz com comprimento de onda
adequado. Ao absorver a luz, o fotossensibilizador (FS)
¢ excitado para o seu estado singleto. Apds sofrer
decaimento para o estado tripleto via cruzamento
intersistemas, o FS pode transferir energia para o
oxigénio molecular ou participar de um processo de
transferéncia de elétrons que leva a formacéo de radicais.
Estas transferéncias resultam na geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO), como radicais superoxido,
hidroxila e oxigénio singleto, que possuem efeitos
citotoxicos e podem levar a morte celular [3].

O FS azul de metileno (AM) é um composto
pertencente a familia das fenotiazinas que possui, em
solugdo aquosa, duas bandas principais de absorcéo,
uma referente  ao  componente  monomérico
(Amax= 664nm) e outra da sua forma dimerizada
(Amax= 610nm) [3]. Além de apresentar diversas
caracteristicas favoraveis ao efeito fotodindmico, este
FS é seguro para as aplicacfes da PDT in vivo, visto que
sua utilizacdo é consagrada em diversos procedimentos
na 4rea médica. E importante salientar também que a
foto-inativacdo de fungos e bactérias com o AM pode
ser realizada de forma seletiva quando comparada as
células epiteliais [4].

Candida albicans é um fungo comumente
encontrado na microbiota residente da pele e mucosas, e
pode estar presente em até 62% dos individuos
saudaveis. Esta levedura é considerada um
microrganismo oportunista, pois é capaz de rapidamente
se manifestar como patégeno em resposta a mudancgas
do meio ambiente, tanto em individuos
imunocompetentes como imunocomprometidos [5].
Embora haja um crescente nimero de espécies de
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Candida isoladas de pacientes, C. albicans €é a
predominante tanto nas infecgBes superficiais em
cavidade oral, pele e genitais, como nas infecgdes
sanguineas [6], condicdo que pode levar ao
comprometimento de visceras do hospedeiro infectado e
levar o individuo ao 6bito.

Apesar da resisténcia aos antifungicos ter sido
inicialmente reportada em outras espécies, resisténcia de
C. albicans a alguns farmacos comecou a ser relatada
[2]. Além disso, o tratamento convencional com
farmacos antiflngicos muitas vezes € prolongado, pode
ter um custo elevado, causar sérios efeitos adversos e,
em casos de uso crénico, principalmente em grupos de
alto risco, colabora para o surgimento de cepas
resistentes [7].

Trabalhos in vitro tém demonstrado 0s positivos
efeitos antimicrobianos da PDT em varias espécies de
Candida [8-9]. Entretanto, os resultados e as conclusdes
obtidas nestes estudos servem apenas de ponto de
partida para a aplicagdo in vivo, e outras diversas
questBes necessitam ser avaliadas para que esta terapia
seja empregada com sucesso.

Nosso objetivo neste trabalho foi desenvolver um
modelo de candidiase localizada no tecido vaginal de
camundongas para estudo do efeito fotodindmico
antimicrobiano.

Materiais e Métodos

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

Estrogenizacdo das fémeas e inducdo de pseudo-
estro —Camundongas BALB/c com idade entre 6 a 8
semanas foram tratados com estrdgeno semanalmente
para induzir o estado de pseudo-estro e permitir o
estabelecimento e a manutencdo da infec¢do vaginal. A
quantidade adequada de estrogeno (17- valerato de B-
estradiol em 6leo de sésamo) para ser administrada em
cada animal foi testada e estabelecida em 100 pg de
horménio por semana (0,1 mL de uma solugdo de 1
mg/mL de estrégeno).

Inducgdo da infeccéo - A infec¢do foi induzida 72 h
apos a primeira administracdo do horménio por meio da
deposicdo de 20 uL da suspensdo de células fungicas
(suspensdo com 15% de transmitancia a A = 540 nm —
1x10° UFC) na vagina dos animais. Uma das formas de
avaliacdo testadas foi a cultura microbiolégica das
células de C. albicans recuperadas do sitio infectado. A
recuperacdo dos microrganismos foi realizada por meio
da lavagem do canal vaginal com 50 pL PBS (solucéo
salina tamponada com fosfato).

Confirmacdo da infec¢do — A infeccdo fungica foi
confirmada mediante a recuperagdo dos microrganismos
cinco dias apdés a inoculacdo das suspensdes das
leveduras. As amostras foram coletadas e cultivadas em
4gar  Sabouraud Dextrose com  cloranfenicol.
Posteriormente, foi realizada a contagem das col6nias,
segundo metodologia proposta por Jett et al. [10].
Também foram realizadas anéalises citologicas para
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verificacdo da presenga do microrganismo no material
coletado. Os animais foram eutanasiados e o canal
vaginal foi retirado e armazenado em paraformaldeido a
10% tamponado para analise histoldgica do tecido.

Distribui¢do do fungo e FS no tecido — Para este
ensaio, utilizamos uma cepa de C. albicans modificada
geneticamente para bioluminescer (CEC 789). A
indugdo da infeccdo foi realizada conforme
anteriormente descrito. Para inducdo da
bioluminescéncia, dez-pL de solucdo de coelenterazina
(500 pg/mL) em PBS foi inoculada no canal vaginal.
Imediamente ap6s, uma camera ultrassensivel para
captacdo da bioluminescéncia (C2400-30H, Hamamatsu
Photonics, Bridgewater, NJ) foi utilizada.

Em outro animal também com processo infeccioso
instalado, foram inoculados 20 uL a 1 mM de AM no
interior do canal vaginal. Ap6s 30 min, o excesso de
AM foi removido com filtro de papel e uma camera de
fluorescéncia (MaestroTM, CRI Inc, Woburn, MA)
capturou a distribuicdo do FS com excitacdo em A = 640
(15) nm e emissdo A > 700 nm.

Em ambos 0s experimentos, os animais foram
colocados em posicdo supina para a captacdo da
imagem e os o6rgdo internos foram cirurgicamente
removidos post-mortem para melhor visualizacdo do
canal vaginal.

Distribuico da luz - Previamente aos ensaios de
PDT, também analisamos a propagacéo da luz no tecido
vaginal, com e sem FS. Usamos um laser com emissao
vermelha em A= 660 nm para a irradiacdo e azul de
metileno como FS na concentracdo de 1 mM. No
primeiro experimento, a ponteira do feixe foi
posicionada dentro ou fora do canal vaginal. Uma vez
observada a melhor condicdo, realizamos um novo
ensaio inoculando azul de metileno e deixando o canal
vaginal Umido (com azul de metileno) ou seco (o
excesso de AM nédo absorvido foi removido com papel
filtro). Para ambas avalia¢des, um dispositivo CCD foi
posicionado ortogonalmente ao eixo de propagagdo do
feixe e o perfil da luz espalhada no sentido do detector
foi registrado.

Avaliacdo da PDT - Neste ensaio, usamos
diferentes concentractes de AM e diferentes pardmetros
de irradiagdo. Cinco dias ap6s a inducdo da vaginite, foi
realizada a terapia fotodindmica em vinte animais
distribuidos em quatro grupos (n=5/grupo). Animais do
grupo controle ndo receberam tratamento.

Ap0s anestesia, quinze animais receberam 20 L da
solugdo de azul de metileno nas concentragdes de 0,1
mM (n=5), 0,5 mM (n=5) e 1 mM (n=5), que foi
depositado no interior do canal vaginal. Apds uma pausa
de 10 minutos de pré-irradiacdo, o excesso de AM foi
removido com um papel de filtro e a ponteira do laser
foi posicionada na entrada do canal vaginal com os
seguintes parametros: laser de emissdo vermelha, A=
660 nm, (GaAlAs, Photon Lase I1l, DMC ), P= 100 mW,
®= 0,03 cm? em modo continuo, com tempo de
exposicao de 6 min [11].

No dia seguinte ao tratamento, os animais foram
anestesiados e o canal vaginal de foi lavado com 50 pL



XXII1 Congresso Brasileiro em Engenharia Biomédica — XXI1I CBEB

de PBS. O conteldo liquido recuperado foi diluido
seriadamente em PBS e as diluicbes foram plagueadas
em 4gar Sabouraud com cloranfenicol em triplicata. As
placas foram incubadas a 37°C por 28 h e em seguida
foi realizada a contagem do numero de unidades
formadoras de col6nia por mL (UFC/mL).

Avaliacdo morfolégica do tecido vaginal - Apos
realizacdo da quantificagdo microbiol6gica, amostras de
dois animais foram selecionadas para avaliagdo em
microscopia eletrénica de varredura (MEV), um do
grupo controle (sem irradiacdo) e outro do grupo PDT.
Os espécimes de ambos os grupos foram colhidos
cirurgicamente e fixados em formaldeido a 10% por no
minimo 48 h. Posteriormente, estas amostras foram
desidratadas em concentracdes progressivas de etanol
(50, 60, 70, 80, 90 e 100%), revestida por cobertura
metalica de ouro-paladio e observadas ao MEV (Phillips
Xl, Eindhover, Holanda). As amostras foram preparadas
e observadas em toda sua extenséo.

Resultados

O conteldo da lavagem vaginal mostrou a presenca
de células epiteliais enucleadas, confirmando a acdo do
hormonio administrado para induzir o estado de pseudo-
estro. O ndmero de microrganismos recuperados
corrobora com dados descritos na literatura [12] e, no
animal ndo tratado, a infeccdo persiste até o final do
periodo experimental.

A presenca de hifas e leucdcitos no epitélio e a
formacdo de microabscessos nas amostras de tecido
vaginal podem ser observadas na figura 1. Dois cortes
histoldgicos provenientes de duas amostras de tecido
vaginal com infeccdo e ndo tratados sdo apresentados
(figuras 1A e 1B). Os aspectos analisados confirmam a
instalacdo do processo infeccioso no modelo animal.

A figura 2 mostra a localizacdo de C. albicans no
interior do tecido vaginal. Nota-se a colonizagéo fungica
localizada preferencialmente no canal vaginal.

Figura 1. Fotomicrografia de tecido vaginal de
camundonga infectada por C. albicans. O limen vaginal
(LV), o epitélio (E) e o tecido conjuntivo (TC) estdo
indicados nas imagens. Coloragdo com PAS permitiu a
visualizacdo de hifas (H) apontados na imagem A. Na
imagem B, nota-se a presenca de leucdcitos (L) e a
formacao de microabscessos (MA). Barra representa 10

um.
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Figura 2: Distribuicdo espacial da colonizagdo de C.
albicans CEC789 bioluminescente na mucosa do canal
vaginal.

Apos inoculagdo do azul de metileno e espera de 30
minutos, observamos que o0 FS esta presente
principalmente na mucosa do canal vaginal e no
biofilme formado em sua superficie, conforme
apresentado na figura 3.

Figura 3: Captacdo por fluorescéncia em A > 700 nm do
azul de metileno impregnado no biofilme formado por
Candida albicans e na mucosa do canal vaginal de
camundongas €. Aex.= 640 nm.

A figura 4A mostra a atenuacdo da luz no canal
vaginal. Na integral da curva (fig. 4B), nota-se que a
luz é melhor distribuida quando a ponteira é colocada
dentro do canal vaginal.

Apos inoculacdo do AM e posterior secagem, nova
imagem foi capturada e a curva correspondente é
apresentada na figura 5A. A figura 5B mostra a curva de
integracdo. Nota-se que quando o excesso de AM é
removido a quantidade de luz é maior ao longo do canal
vaginal.

— Dentro do Canal

150 —— Dentro do Canal 3x10* --- Fora do Canal

----- Fora do Canal

100d £ 5 2x10°

50 1x10*

Intensidade (u.a.)
Quantidade de Luz (ua.mm)

A 0 2 4 6 8 B 0 2 4 6 8
Profundidade (mm) Profundidade (mm)

Figura 4: Propagacdo da luz no tecido vaginal (A) e
integral da area sob a curva (B).



XXIII Congresso Brasileiro em Engenharia Biomédica — XXI1I CBEB

. —AM
1ex10y e AM Seco

1.0x10"

5.0x10"

Intensidade (u.a.)

Quantidade de Luz (ua.mm)

| vo"
0 1 2 3 4 5 6 7 8 o 3 P 4 B

Profundidade (mm) B

Profundidade (mm)

Figura 5: Propagacdo da luz no tecido vaginal com a
ponteira do feixe situada dentro do canal e azul de
metileno (A) e integral da area sob a curva (B).

Nos ensaios realizados para estudo da PDT,
observamos que 0 AM nao apresentou efeito citotdxico
nas células de C. albicans presentes no tecido vaginal.
O valor médio de leveduras recuperadas de animais
tratados com 1 mM de AM e ndo irradiado (6,2 logs) foi
similar ao do grupo controle (6,3 logs). Entretanto,
conforme mostrado na figura 6, apds PDT, o nimero de
células viaveis foi significantemente reduzido para os
grupos de 500 puM e 1mM aproximadamente
(recuperacdo aproximada de 5 logs).

.
7 7

Vo v 7 7y 7 ’

7 % A 7

104 7 g / //

ufc/mL

0mM AmM | BN

GRUPOS
Figura 6: NOmero de células flangicas viaveis
recuperadas do canal vaginal apés PDT. Os dados
representam as medias e as barras, os desvios padrdo
(n=5 por grupo).

A figura 7 apresenta o conjunto de caracteristicas
morfoldgicas mais comumente observado no campo de
visdo das amostras através da MEV. Observa-se que no
grupo controle ha biofilme aderido a mucosa vaginal
(A), bem como células fungicas (B) (setas amarelas).
Apbs PDT, nota-se epitélio descamado (E), células
fungicas amorfas (seta azul) e células dendriticas
caracteristicas do sistema imunolégico (seta vermelha).
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Figura 7: Micrografias eletrbnicas de candidiase
induzida em mucosa vaginal de camundongas sem
tratamento (A e B) e p6s PDT (C e D). A seta amarela
indica biofilme (A) e células de C. albicans (B). A seta
vermelha indica células do sistema imune presente no
campo D. A seta azul aponta para uma célula de C.
albicans amorfa. Barras representam 10 pm.

Discussao

A candidiase vulvovaginal é uma infeccdo localizada
gue acomete a mucosa vaginal e é caracterizada pela
inflamacdo dos tecidos afetados, associada a presenca
de corrimento esbranquicado e prurido. Cerca de 75%
das mulheres sexualmente ativas sdo acometidas pelo
menos uma vez durante a vida e a gravidez aumenta a
prevaléncia de colonizacdo dos tecidos vaginais por
Candida spp. Durante o parto, ha chance de colonizagio
dos recém-nascidos e, especialmente em prematuros de
baixo peso, € um importante fator de risco para o
desenvolvimento da candidiase invasiva.

Considerando-se que esta infeccdo é considerada
hoje como uma importante questdo de satde publica e
que varios aspectos da sua fisiopatogenia ainda ndo
estdo esclarecidos, o desenvolvimento de um modelo
animal facilmente gerenciavel, reprodutivel e
economicamente vidvel é extremamente relevante.
Neste estudo, desenvolvemos um modelo de candidiase
vaginal (CV) induzida em camundongas que se mostrou
também apropriado para estudo do efeito fotodinamico.

Para obtencdo do quadro infeccioso, foi necessaria a
administracdo de estrogénio, necessario para inducéo do
estado de pseudo-estro, sustentacdo e manutencdo da
CV [13]. Neste trabalho, o hormbnio utilizado foi o
valerato de estradiol dissolvido em 6leo de sésamo. A
manutencdo da infeccdo foi monitorada atraves da
cultura do material vaginal coletado das camundongas,
observando o crescimento de colénias de levedura.
Observamos a instalagcdo da infec¢do cinco dias apos
inoculagdo da levedura.

Com a infec¢do induzida, observamos a distribui¢do
da levedura no canal vaginal. Nossos resultados
sugerem que a infecco € localizada na regido vaginal e
ndo se difunde através de érgdos mais internos (vide
figura 2).

Nosso préximo passo foi analisar a distribuigdo do
FS. Observou-se que o AM estd distribuido
principalmente na mucosa do canal vaginal e no
biofilme formado em sua superficie (vide figura 3).
Estes dados sugerem que o AM se liga
preferencialmente ao biofilme ao invés da mucosa
vaginal.
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O perfil de decaimento exponencial para atenuacéo
da luz dentro do canal vaginal também ja era esperado
[14]. Entretanto, neste trabalho observamos que a maior
quantidade de luz disponivel para excitacdo do FS foi
quando a ponteira do feixe é posicionada dentro do
canal vaginal e quando o excesso de AM é removido do
interior do canal. Esta condicdo permite que mais
moléculas do FS sejam excitadas aumentando a
probabilidade de acdo fotodinamica.

Uma vez estabelecido um modelo padronizado de
infeccdo fungica localizada e a melhor maneira de se
entregar a luz e o FS dentro do canal vaginal,
realizamos um primeiro ensaio para avaliar o efeito
fotodindmico em CV. Como a literatura mostra
resultados dispares da PDT em biofilme de C. albicans
[15-16], trés diferentes concentragcbes de AM foram
testadas. Os pardmetros de irradiagdo foram
selecionados baseados em trabalhos prévios do nosso
grupo [11, 17].

Nossos resultados mostram que a PDT foi capaz de
reduzir o nuimero de células fungicas vidveis em
aproximadamente 1 log, quando a concentracdo de AM
foi de 500 UM ou 1 mM, apds 6 min de irradiacdo. Para
100 UM a reducdo ndo foi estatisticamente significante.
Nestas condicdes, a analise por MEV sugere que a PDT
pode ter acelerado o processo inflamatdrio, visto que
observamos tecido epitelial descamado, bem como
células fangicas amorfas e células de defesa do sistema
imunolégico (compare figuras 7 Ae B com 7 C e D).

Para um resultado positivo da PDT, alguns fatores
devem ser considerados: tipo de microrganismo, sistema
imune do hospedeiro, tipo e concentracdo do FS, tempo
de pré-irradiacdo, pardmetros da fonte de luz. Neste
trabalho, foi possivel estabelecer um modelo
reprodutivo de CV em camundongas para estudo do
efeito fotodindmico. No entanto, mais trabalhos sdo
ainda necessarios para otimizacdo de nossos achados in
vivo.

Concluséo

Nossos resultados mostram que o modelo de
candidiase vaginal induzido em camundongas €
apropriado para estudo do efeito da terapia fotodindmica
em infecgdes fangicas localizadas.
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