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RESUMO

A terapia fotodinamica (PDT) é uma técnica que utiliza luz e fotossensibilizador,
na presenca de oxigénio, como uma alternativa antimicrobiana no tratamento
de diversas doencas, dentre estas a candidiase oral, que é uma infecgcao
oportunista muito comum em pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA). Nessas
pessoas, a exposigdo a longo prazo e a recorrente administragdo dos
antifungicos convencionais utilizados no tratamento da candidiase oral,
favorecem o desenvolvimento da resisténcia fungica a essas drogas. O
presente estudo buscou avaliar o efeito da PDT, associando-se o laser de
baixa intensidade ao azul de metileno a 0,01% no tratamento da candidiase
oral em PVHA, e comparar os resultados obtidos com um método combinado
entre a PDT e a terapia antifungica convencional. Avaliou-se um grupo com 18
PVHA com candidiase oral, maiores de 18 anos, que estavam em tratamento
nas enfermarias e ambulatérios do Hospital Universitario Gaffrée e Guinle
(HUGG). Os pacientes foram divididos quanto a terapia proposta em um grupo
controle (GC, PDT + antifungicos) composto por sete pessoas, e em um grupo
experimental (GE, apenas a PDT) com onze. Para se acompanhar a evolugao
do tratamento, cada participante foi avaliado, diagnosticado e registrado
fotograficamente, em dois encontros (‘DO e “D14”), porém apenas no “DO0”
aplicou-se a terapia proposta para cada grupo e no “D14”, apdés 14 dias,
realizou-se o controle clinico. As fotografias das lesdes por Candida realizadas
em cada encontro (“antes e “depois”) receberam escores quantitativo e
qualitativo, a fim de se avaliar a melhora proporcionada por cada terapia. No
GC, verificou-se a auséncia total dos sinais clinicos em 2 participantes
(28,57%) (015 e 030); melhora clinica de moderado para leve em 2 (28,57%)
(024 e 028); de grave para leve em 1 (14,29%) (018); e em 2 (28,57%) (007 e
016) houve discreta melhora clinica, porém manteve-se a classificagéo grave.
No GE, observou-se auséncia total dos sinais clinicos da doencga (leve para
ausente) em 2 (18,18%) (006 e 011) participantes; em 6 (54,54%) (003, 009,
013, 014, 022 e 026), observou-se a melhora clinica de moderado para leve;
em 2 (18,18%) (023 e 027), ndo foram observadas diferengas clinicamente
significativas; e em 1 (9,09%), houve piora clinica de leve para moderado.
Concluiu-se que a PDT pode ser uma alternativa promissora e segura no
tratamento da candidiase oral em PVHA, além de sugerir a possibilidade da
reducao do curso clinico da doenga quando associada a antifungicos. Contudo,
0 uso isolado da PDT ainda carece de estudos adicionais em humanos.
Palavras-chave: Terapia fotodinAmica. Candidiase oral. Infecgdes oportunistas
relacionadas com aids. Resisténcia fungica a drogas.



ABSTRACT

Photodynamic therapy (PDT) is a technique that uses light and photosensitizer,
in the oxygen presence, as an antimicrobial alternative in the treatment of
several diseases, such as oral candidiasis, which is a very common
opportunistic infection in people liviving with HIV/aids (PLWHA). In these
people, the long-term exposure and recurrent administration of conventional
antifungal agents used in the treatment of oral candidiasis, favor the
development of fungal resistance to these drugs. The present study aimed to
evaluate the effect of PDT by associating low-level laser with 0.01% blue
methylene in the treatment of oral candidiasis in PLWHA, and to compare the
results obtained with a combined method between PDT and conventional
antifungal therapy. A group of 18 PLWHA with oral candidiasis, who were over
18 years old, and were being treated in the wards and outpatient clinics in the
Gaffrée and Guinle University Hospital (HUGG) was evaluated. Patients were
divided into a control group (CG, PDT + antifungal), with 7 people and an
experimental group (EG, only PDT), with 11 people. In order to follow the
treatment evolution, each participant was examined, diagnosed and
photographed in two appointments ("D0” and "D14"), the therapy proposed for
each group was applied only in the "D0O" and in "D14", after 14 days, clinical
control was performed. The Candida lesions’ photographs were taken at each
appointment ("before and after") and they received quantitative and qualitative
scores in order to evaluate the improvement provided by each therapy. In CG,
the total absence of clinical signs was observed in 2 participants (28.57%) (015
and 030); clinical improvement from moderate to mild in 2 (28.57%) (024 and
028); from severe to mild in 1 (14.29%) (018); and in 2 (28.57%) (007 and 016)
there was slight clinical improvement, but the classification remained severe. In
EG, total absence of clinical signs of the disease (mild to absent) were
observed in 2 (18.18%) (006 and 011) participants; in 6 (54.54%) (003, 009,
013, 014, 022 and 026) clinical improvement was observed from moderate to
mild; in 2 (18.18%) (023 and 027) no clinically significant differences were
observed; and in 1 (9.09%) there was clinical worsening from mild to moderate.
It was concluded that PDT may be a promising and safe alternative in the
treatment of oral candidiasis in PLWHA and suggests the possibility of reducing
the clinical course of the disease when associated with antifungals. However,
PDT-isolated use still remains of further studies in humans.

Keywords: Photodynamic therapy. Oral candidiasis. Aids-related opportunistic
infections. Fungal drug resistance.
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1 INTRODUGAO

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) € um retrovirus (familia
Retroviridae, subfamilia lentivirus) que possui, como principais caracteristicas,
a transcrigcao reversa do seu RNA gendmico para DNA pela acdo da enzima
transcriptase reversa e a alta afinidade com a molécula CD4+, encontrada nos
linfécitos T auxiliares, que sao importantes células de defesa imunoldgica. Este
virus € o principal agente etioldgico da sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(aids) em humanos (FAUCI; LANE, 2008). Nesta fase mais severa da infeccao,
ocorre a profunda supressdo do sistema imunologico ocasionada pela redugao
na contagem de linfocitos T CD4+ (LTCD4+), favorecendo o surgimento de
infeccbes oportunistas (WHAT, 2017).

Mesmo com o empenho dos 6rgaos globais de saude em alcancgar a
reducdo da transmissdao do HIV, a infeccdo ainda se mantém como uma
epidemia desafiadora a nivel mundial. Desde 2010, o numero anual de novas
infeccbes diminuiu para todas as idades, porém, ainda esta longe de atingir a
meta estipulada pela Assembleia Geral das Nacdes Unidas em 2016, que é de
menos de 500.000 novas infecgdes por ano até 2020. Atualmente, no mundo,
36,7 milhdes de pessoas vivem com HIV e 1 milhdo de mortes relacionadas a
aids ainda ocorrem (UNAIDS, 2017). No Brasil, tem-se registrado, anualmente,
uma média de 40 mil novos casos de aids nos ultimos cinco anos (BRASIL,
2017).

A candidiase oral € uma infeccdo oportunista muito comum em pessoas
vivendo com HIV/aids (PVHA). Acomete igualmente homens e mulheres, de
todas as idades, sem distincdo de raca. A espécie Candida albicans é a
principal causadora dessa doencga. Este fungo patogénico dimorfico compde a
microflora bucal normal dos humanos sem causar danos aos tecidos do
hospedeiro. Quando ha alteragdes neste ambiente, tal como € visto na infeccéo
pelo HIV/aids, ocorre a transicdo da fase de levedura para hifa, que é
patogénica e tem capacidade de invasao tecidual (NEVILLE; DAMM; ALLEN;
BOUQUOT, 2009).
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Os padroes clinicos comumente vistos de candidiase oral em PVHA sao
as variantes: a) pseudomembranosa, que se caracteriza pela presenga de
placas brancas aderentes na mucosa oral, passiveis de remog¢ao por friccdo ou
raspagem; b) eritematosa, mais comum que a anterior, apresentando-se
clinicamente como manchas vermelhas e que provocam, segundo relato dos
pacientes, sensagado de queimagao na boca; c) e queilite angular, que acomete
a pele das comissuras labiais com lesdes fissuradas e eritematosas (NEVILLE;
DAMM; ALLEN; BOUQUOT, 2009).

O diagnostico da candidiase oral € fundamentalmente clinico e pode ser
confirmado por citologia esfoliativa, por cultura em agar Sabouraud ou por
bidépsia, nos casos de candidiase crénica hiperplasica para o diagndstico
diferencial da displasia epitelial, do liquen plano ou do carcinoma de células
escamosas. (CORONADO-CASTELLOTE; JIMENEZ-SORIANO, 2013;
NEVILLE; DAMM; ALLEN; BOUQUOT, 2009).

O tratamento da candidiase oral é realizado com antifungicos de
diversas classes, porém ndo € incomum a recorréncias das lesdes e a
resisténcia a essas drogas, principalmente quando utilizadas a longo prazo
(ZHANG et al., 2014).

O sucesso absoluto que era atribuido aos agentes antimicrobianos no
passado ndo se exibe mais nos dias de hoje e, dessa forma, as comunidades
académicas e as industrias farmacéuticas se empenham na busca por uma
terapia anti-infecciosa alternativa, a semelhanca da inativagao fotodinamica.
(SAINT DENIS et al., 2011; LYON et al., 2011).

A terapia fotodinamica (PDT, do inglés photodynamic therapy) foi
descoberta, ja ha algum tempo, por apresentar-se como uma abordagem
alternativa no tratamento de infecgbes causadas por diversos microrganismos
fungicos, bacterianos e virais, através da combinagdo correta entre luz e
fotossensibilizador na presenca de oxigénio (KHARKWAL et al., 2012). O
presente estudo buscou avaliar o uso da PDT antimicrobiana para o tratamento

da candidiase oral em PVHA.
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2 REVISAO DE LITERATURA

As secOes apresentadas neste capitulo compdéem o referencial tedrico

utilizado para o desenvolvimento desta pesquisa.

2.1 A candidiase oral na infeccao pelo HIV/aids

As infecgbes oportunistas relacionadas ao HIV s&o as principais causas
de morbidade e mortalidade nas pessoas infectadas por esse virus,
principalmente nas regides da Africa Subsaariana, Asia e América Latina.
Nessas, a candidiase oral é a infecgcao oportunista mais comum encontrada em
PVHA e que nunca receberam a terapia antirretroviral (TARV) (paciente “naive”
ou “virgem” a TARV) (LOW et al.,, 2016). Mais de 90% das PVHA ja
apresentaram, pelo menos, um episodio de candidiase oral (DIAS; TORRES,
2014) e cerca de 59% dos pacientes com candidiase oral, quando reavaliados

no ano seguinte, apresentam a aids (FAUCI et al., 2008).

As variantes de candidiase oral associada a infec¢ao pelo HIV/aids (ver
Figura 1) mais comumente diagnosticadas sao, respectivamente, a
pseudomembranosa (Figura 1-A), a eritematosa (Figura 1-B) e a queilite
angular (Figura 1-C). De acordo com a classificagdo de lesbes orais em
pacientes adultos com infecgao pelo HIV, proposta pelo EC-Clearinghouse para
Manifestacbes Orais do Virus da Imunodeficiéncia Humana, na década de
1980, as trés variantes pertencem ao grupo das lesdes fortemente associadas
a infeccao pelo HIV/aids. O diagndstico correto e o tratamento das lesdes orais
nesses pacientes sdo de extrema importancia para o monitoramento do seu
respectivo estado imunoldgico e do sucesso ou fracasso da TARV (BODHADE;
GANVIR; HAZAREY, 2011; DONOSO-HOFER, 2016).

Mesmo em paises onde ha facil acesso a TARV, a candidiase oral
também é uma causa significativa de morbidade em PVHA. Nestas, a disfagia
pode levar a desnutricdo e ao agravo do estado de saude geral. Os portadores
de candidiase oral apresentam maior indice na classificacdo da prevaléncia de

dentes cariados, perdidos e obturados (indice CPO-D), xerostomia, disgeusia e
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baixa qualidade de vida relacionada a saude bucal (COOGAN; GREENSPAN;
CHALLACOMBE, 2005).

A relagdo entre o alto indice CPO-D e a depressao em PVHA é
encontrada, reduzindo a qualidade de vida relacionada a saude nesses
pacientes (VIEIRA et al.,, 2018). A hipossalivagdo também contribui para o
crescimento de fungos e bactérias e o aparecimento da candidiase oral,
mediante a redug¢ao na capacidade da saliva de secretar imunoglobulina A (lg
A), mucinas, lisozimas e defensinas, que s&o importantes proteinas e
peptideos antimicrobianos constituintes da imunidade inata (TANIDA et al.,
2003).

Figura 1 - Variantes de candidiase oral associada a infec¢do pelo HIV/aids

1-A, pseudomembranosa; 1-B, eritematosa; 1-C, queilite angular.

Fonte: Elaborada pelo autor

A manifestacao clinica da candidiase oral decorrente da infeccdo pelo
HIV/aids é predisposta pela redugdo na contagem de LTCD4+, geralmente
abaixo de 200 células/uf, e pelo aumento nos niveis plasmaticos de carga viral
(CV) do HIV, geralmente acima de 3.000 copias/mf. Em PVHA, que ainda néo
iniciaram a TARV, esses valores sugerem a progressao da doencga; ja em
pacientes que aderiram a TARYV, tais alteragdes podem sinalizar o aumento da
carga viral (COOGAN; GREENSPAN; CHALLACOMBE, 2005; REZNIK, 2005).

A partir da introdugédo da TARV no tratamento das PVHA, promoveu-se
uma melhora significativa no estado imunoldgico destas, reduzindo o risco de
infeccbes oportunistas, como é o caso da candidiase oral, presumivelmente

pela atuagdo inibidora dos antirretrovirais (ARVs) sobre as proteases
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produzidas pelos géneros Candida (RUBAIHAYO et al., 2016). Desde 2004, a
difusdo da TARV possibilitou uma diminuicdo de 40% das mortes relacionadas
ao HIV nos paises que a instituiram (LOW et al.,, 2016). As mudangas de
habitos e a adesao aos cuidados da saude bucal também s&o destacadas para
essa melhora (DIAS; TORRES, 2014; RUBAIHAYO et al., 2016).

Contudo, a candidiase oral eritematosa € extremamente prevalente em
pacientes sob TARV, com carga viral indetectavel e com contagem de
LTCD4+>500 células/yf, o que sugere falha do ARV ou o desenvolvimento de
uma condicdo denominada sindrome inflamatoria de reconstituicdo imune
(SIRI). A presenga de candidiase pseudomembranosa e queilite angular
também é frequente. O esgotamento qualitativo do sistema imunolégico e a
resisténcia que as cepas de Candida colonizadoras da mucosa oral podem
adquirir em decorréncia dos inibidores de protease envolvidos na TARV sao
possiveis causas para o aparecimento dessas infecgdes oportunistas (GAITAN-
CEPEDA et al., 2008).

2.2 Terapia antifungica convencional

A terapia tradicional contra Candida spp., que vem sendo utilizada desde
a ultima década, consiste principalmente na administracdo dos agentes
poliénicos (nistatina e anfotericina B); dos agentes imidazdlicos (clotrimazol e
cetoconazol); dos agentes triazolicos, subdivididos em primeira-geragéo
(itraconazol e fluconazol) e segunda-geragao (voriconazol e posaconazol); e da
classe de antifungicos exclusivamente para uso parenteral, as equinocandinas
(Caspofungina, Anidulafungina e Micafungina) (COLOMBO et al., 2013).

A duracdo do tratamento para a candidiase oral em episédios iniciais €,
geralmente, de 7 a 14 dias (BARTLETT; GALLANT; PHAM, 1998). Para o
tratamento da forma leve ou moderada da candidiase orofaringea, recomenda-
se o fluconazol 100 mg/dia por 7 a 14 dias ou o tratamento tépico, como
alternativa, com a nistatina suspenséo oral 5 m{, sendo necessario gargarejar e
engolir 4 ou 5 vezes ao dia. Vale ressaltar que, nas formas mais acentuadas da
doencga, o fluconazol é a droga de elei¢do, pois apresenta menor indice de

recidiva. Para a candidiase esofagica, recomenda-se o fluconazol 200-400
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mg/dia VO ou 400 mg/dia EV (quando ha significativa disfagia), ou o itraconazol
solugdo oral 200 mg/dia. Nos casos refratarios ao fluconazol, preconiza-se o
seguinte esquema alternativo: voriconazol 200 mg VO ou EV, 2 vezes ao dia,
ou a anfotericina desoxicolato 0,6 mg/kg EV ao dia ou formulagao lipossomal 3-
4 mg/kg/dia, ou caspofungina 50 mg/dia ou micafungina 150 mg/dia ou
anidulafungina 100 mg/dia, na dose de 0,6 mg/kg/dia. Na maioria dos casos, a
resposta clinica com antifungicos sistémicos ocorre entre 7 e 14 dias (BRASIL,
2018).

Além da terapia antifungica tradicional, a TARV ja demonstrou ser capaz
de reduzir os episédios recorrentes de candidiase orofaringea e esofagica nas
PVHA. Portanto, é fortemente recomendada e deve ser administrada, sempre

que possivel, nesses pacientes (PAPPAS, 2016).

Em algumas situagbes, a terapia antifungica convencional torna-se
limitada. Quando comparada aos antibiéticos, apresenta-se com um reduzido
arsenal de drogas, causa graves efeitos colaterais, interage com outros
medicamentos e é ineficaz em diversos casos. Os fungos s&o, cada vez mais,
reconhecidos como os principais patogenos em pacientes criticos. Candida
spp. €, atualmente, a terceira causa de infecgbes da corrente sanguinea nos
Estados Unidos da América (EUA); e a disseminagdo da candidiase esta
associada a uma taxa de mortalidade acima de 25% (DONNELLY;
MCCARRON; TUNNEY, 2008).

2.3 Resisténcia antifungica

A utilizagao, a longo prazo, dos antifungicos favorece o desenvolvimento
de cepas de Candida resistentes, por isso a recorréncia de lesdes em
pacientes imunocomprometidos € frequente. Casos em que ocorra resisténcia
primaria ao fluconazol podem resultar em uma resisténcia cruzada com outros
triazdis que venham a ser utilizados na terapia (e.g. clotrimazol, cetoconazol).
Portanto,—recomenda-se que os pacientes com candidiase orofaringea ou
esofagiana, tratados anteriormente com fluconazol, ndo devem ser tratados

novamente com o mesmo farmaco durante a recidiva (ZHANG et al., 2014).
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O surgimento de diversas espécies de Candida, as quais vém sendo
isoladas da mucosa oral de PVHA com candidiase orofaringea, € um fato que
pode ser explicado pelo aumento da resisténcia antifungica (DAS et al., 2016).
A espécie C. albicans do sorotipo A ainda € a mais frequentemente isolada,
tanto em PVHA, quanto em pacientes sadios, seguida por C. dubliniensis
(MORIS; MELHEM; MARTINS; MENDES, 2008). Ja as espécies C. glabrata, C.
parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei sao cada vez mais incidentes nesses
pacientes, sendo esta ultima naturalmente resistente ao fluconazol (MOREIRA-
OLIVEIRA et al., 2006). As espécies C. lusitaniae, C. humicola, C. norvegiensis
e C. kefyr sédo encontradas, porém, menos frequentemente (DEHGHAN et al.,
2016; PAULA, et al., 2015; SARDI et al.,, 2013; MOREIRA-OLIVEIRA et al.,
2006).

A formacéo de biofilme fungico, no qual C. albicans € o patégeno mais
comumente associado, também esta relacionada com a resisténcia antifungica,
e representa um grave problema para o estado de saude dos pacientes. O
biofilme fungico € uma complexa estrutura que exibe maior resisténcia aos
agentes antimicrobianos e um maior potencial de defesa contra as células
imunoldgicas do hospedeiro, tornando-se uma fonte persistente de infeccao
(D’ENFERT, 2009). Os biofilmes relacionados a C. albicans podem ser cerca
de 20 vezes mais resistentes a anfotericina B e 100 vezes mais resistentes ao
fluconazol, quando comparados as suas formas plancténicas (CHANDRA et al.,
2001).

2.4 Mecanismos celulares envolvidos na resisténcia antifungica

S&o muitas as razdes para o desenvolvimento de resisténcia antifungica
em biofilmes de Candida spp., a destacar-se: a matriz de substancias
extracelulares poliméricas, atuando como uma barreira fisica, impedindo a
difusdo e reduzindo a concentragcdo das drogas antifungicas para as camadas
internas dos biofilmes; a expressao dos genes de resisténcia a multidrogas
(MDR), em especial aqueles que codificam as bombas de efluxo presentes na
membrana celular dos fungos; a baixa taxa de crescimento celular, levando a

uma absorgao lenta ou insatisfatéria das drogas; a presenga de uma pequena
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subpopulacao de células exibindo alto grau de resisténcia antimicrobiana; e as
alteragdes na composicdo de esterdis da membrana celular (PEREIRA
GONZALES; MAISCH, 2012).

A resisténcia de cepas de C. albicans ao fluconazol esta intimamente
relacionada a superexpressdo de dois principais sistemas de efluxo de
multidrogas (MES - Multidrug Efflux System) que estdo presentes na
membrana celular do fungo, que sao os transportadores transmembrana ABC
(ATP-Binding Cassette) e MFS (Major Facilitator Superfamily) (PRATES et al.
2011).

2.5 A terapia fotodinamica como uma alternativa antimicrobiana promissora

O efeito fotodinamico foi descoberto ao acaso, em Munique, no ano de
1900, durante uma pesquisa realizada pelo estudante alemdo de medicina
Oscar Raab, na qual avaliou-se o efeito letal da luz e do corante laranja de
acridina no protozoario Paramecium infusoria. Ao lado de seu professor,
Herman Von Tappeiner, afirmou que a ocorréncia in vitro dessa toxicidade era
resultado da fluorescéncia causada pela transferéncia de energia da luz para o
corante. Em seguida, em 1904, Von Tappeiner e Jodlbauer identificaram que o
oxigénio era indispensavel nas reagdes fotossensibilizantes, passando a se
adotar, em 1907, o termo “acdo fotodindmica”. Desde entdo, se estabeleceu
que a ocorréncia da terapia fotodinamica s6 seria possivel através da
agregacao entre o fotossensibilizador (FS), a presenca de oxigénio e de um
dispositivo luminoso (MITTON; ACKROYD, 2008).

A PDT foi utilizada, primariamente, no tratamento alternativo de tumores,
associando-se laser (abreviatura ou acrénimo do inglés light amplification by
stimulated emission of radiation) com um FS derivado da porfirina, produzindo
espécies de oxigénio reativo no ambiente tumoral, levando-os a morte
(WAINWRIGHT, 1998).

Até o fim da década de 1990, a utilizacdo da PDT como modalidade de
tratamento clinico era desconhecida e limitada a poucos pesquisadores. Nos

dias de hoje, essa realidade vem sendo modificada pelo esforgo continuo da
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comunidade cientifica em tornar clinicamente acessivel a utilizagdo da PDT
(BAGNATO et al., 2005).

2.6 Aspectos fotofisicos e fotoquimicos da PDT

Classicamente, a PDT baseia-se na administracdo sistémica, local ou
tépica de um agente fotossensibilizante nao téxico, na sua retengao seletiva no
tecido-alvo, na irradiacdo do local de interesse com luz visivel, na reagao
fotoquimica em presenga de oxigénio molecular e na formagédo de espécies
reativas de oxigénio altamente citotdxicas (oxigénio singleto e os radicais livres
de hidroxila), levando a destruic&do seletiva dos tecidos lesionados (CASTANO;
DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004).

Para agirem de forma eficiente, os FSs devem possuir em suas
moléculas a capacidade de absorver luz visivel para se excitarem, passando ao
estado tripleto e transferindo sua energia de forma gradual para o oxigénio
molecular (DONNELLY; MCCARRON; TUNNEY, 2008).

A irradiacdo com luz resulta numa transicdo do FS de um estado
fundamental de baixa energia para um estado singleto excitado, no qual o
fotossensibilizador pode retornar ao seu estado original, emitindo fluorescéncia
ou alterando-se para um estado tripleto. Quando em estado de tripleto
excitado, o FS pode gerar dois tipos de reagao, conforme demonstrado na
Figura 2: a) reacao tipo |, formando superoéxidos, hidroxilas e oxigénio singleto;
e b) reacao tipo Il, onde o FS excitado reage diretamente com o oxigénio,
formando produtos oxigenados. A tensdo de oxigénio e a concentragdo do
fotossensibilizador sdo essenciais para a ocorréncia dessas duas reagdes
(PRAZMO; KWASNY; L APINSKI; MIELCZAREK, 2016).

2.7 O azul de metileno na PDT antimicrobiana

O azul de metileno (AM) é um agente fotossensibilizante fenotiazinico,
sintético e nao-porfirinico, consagrado e amplamente utilizado na PDT, com
sucesso em variados tratamentos (MAISCH, 2007). Foi o primeiro FS

antimicrobiano testado e aprovado para uso em humanos (DAl et al., 2012).
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A utilizagdo do AM na concentragédo de 0,005%, junto ao laser de baixa
intensidade, foi eficaz na indugdo do sequestro 6sseo espontdneo de uma
lesdo osteolitica na mandibula de um paciente com 83 anos de idade
diagnosticado com osteonecrose dos maxilares associada a medicamentos
(MRONJ). Ap6s 15 sessbes semanais de tratamento, ficou evidenciada a

completa reparacgéao tecidual do local antes lesionado (ISRAEL et al., 2016).

Figura 2 - Diagrama de Jablonski
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O diagrama demonstra o mecanismo de agédo da PDT. O FS no estado fundamental é excitado
apos receber irradiagdo, passando para um estado de maior energia (estado singleto) e,
posteriormente, para o estado tripleto. Este ultimo estado pode interagir com o oxigénio
molecular em duas vias: tipo 1 (formagao de espécies reativas de oxigénio — ERO) e tipo 2
(formacao de oxigénio singleto).

Fonte: PRAZMO; KWASNY;; L APINSKI; MIELCZAREK, 2016.

O mesmo sucesso foi obtido quando associou-se 0 AM a um emissor de
luz ndo-coerente LED (Light-emitting diode) no tratamento das lesbes cutaneas
severas presentes nos dedos e na sola do pé esquerdo de um paciente
diagnosticado com Sarcoma de Kaposi relacionado a infecgdo pelo HIV/aids,
que nao apresentava mais resposta favoravel ao tratamento convencional
desta doenga (TARDIVO et al., 2006).
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2.8 A PDT mediada pelo azul de metileno na inativacdo das espécies candida

A associagao do laser de baixa intensidade e do AM demonstraram, in
vitro, os efeitos da PDT em biofilmes de C. albicans isolados de pacientes
infectados pelo HIV/aids. Os resultados demonstraram que houve diminuicido
nos genes SAP5, LIP9 e PLB2, consideraveis fatores de viruléncia que sao

expressos por esse fungo (FREIRE et al., 2015).

A PDT, mediada pelo laser vermelho de baixa intensidade e pelos
corantes AM a 0,1% e azuleno a 1%, foi mais eficaz na redugcédo das unidades
formadoras de col6nias (UFC/mf) de cepas de Candida isoladas de pacientes
submetidos a antibioticoterapia prolongada nos grupos tratados com PDT, em
comparagao com 0s grupos que nao receberam esse tratamento (MAJEWSKI,
2008).

O laser de baixa intensidade e diferentes concentracbées do AM foram
avaliados, in vitro, na inativacdo de células plantonicas de C. albicans,
revelando significativa redugdo das UFC/m{, comprovando o efeito antifungico
da PDT (SOUSA, 2014). Em outro estudo in vitro similar, também se utilizou a
mesma associacao entre laser e AM na concentracédo de 100 mg/mf{, na qual
promoveu-se a reducdo das UFC/m{ apdés 5 minutos de irradiacdo de
suspensdes padroes de C. albicans (PUPO et al., 2011).

A eficacia da PDT sobre a formagao de tubo germinativo de cepas de C.
albicans foi comprovada, in vitro, utilizando-se o AM e o laser diodo como
emissor de luz, pelo decréscimo das UFC/m{ de Candida. O acréscimo na
concentragdo do AM promoveu uma redugdo ainda maior dessas (MUNIN et
al., 2007).

O aumento na permeabilidade da membrana celular de C. albicans,
precedida da diminuicdo do seu crescimento, foi observada, in vitro, apds o
fungo ter recebido tratamento com laser de baixa poténcia e AM. O uso de
antifungicos subsequente a PDT pode sugerir uma abordagem combinada no
tratamento da infecgcéo por Candida (GIROLDO et al., 2009).

Alteracbes na membrana celular de C. albicans e a inibicao dos seus
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fatores de viruléncia também foram verificadas, em um estudo in vitro e in vivo,
apos a sua exposicao a PDT, com laser de baixa intensidade e AM. A minima
concentragao inibitéria (MIC) de fluconazol contra C. albicans, igualmente
avaliada neste estudo, revelou reducdo em comparagao com as cepas que nao
receberam a PDT (KATO et al., 2013).

A associagao entre a PDT, com AM, e antifungicos foi proposta como
uma abordagem terapéutica promissora no tratamento de infecgdes por
Candida que apresentavam resisténcia ao fluconazol, em um ensaio in vivo
(CHIBEBE JUNIOR et al., 2013).

Os efeitos da terapia fotodinAmica, mediada por AM e laser, foram
observados e comprovados no tratamento da candidiase oral induzida em
camundongos imunossuprimidos, apds a completa eliminagdo de C. albicans.
(TEICHERT et al., 2002).

Em outro estudo com ratos induzidos experimentalmente a candidiase
oral expostos a PDT, mediada por AM e laser, exibiram-se, em suas linguas,
menos alteragcdes epiteliais e uma menor resposta inflamatoria cronica
(JUNQUEIRA et al., 2009)

A PDT, com laser e AM, promoveu a redugéo significativa na viabilidade
do biofilme associado a C. albicans, sem haver efeitos adversos ou
queimaduras nos tecidos adjacentes dos camundongos induzidos a candidiase
oral experimental (MIMA et al., 2010).

O AM a 0,1 mg/mf e laser de baixa poténcia mediaram a PDT na
reducao da atividade de proteinase de C. albicans e trataram a candidiase oral
induzida em 56 ratos imunossuprimidos, sem causar danos aos tecidos
normais (MARTINS et al., 2011).

A PDT foi eficaz na erradicagao das colénias de Candida spp. em PVHA,
associando-se laser de baixa poténcia e AM nas lesbes orais por candidiase,
em comparagdo com o0s pacientes que so utilizaram o fluconazol ou apenas
foram irradiados com laser (SCWINGEL et al., 2012).

A PDT, com laser de baixa poténcia e AM, foi mais eficaz do que o
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antifungico nistatina no tratamento da candidiase oral em 64 PVHA, sendo
recomendada nos casos de candidiase oral leve e moderada (CADASTRO,
2010).

Esta mesma associagao repetiu-se e foi eficaz no tratamento da queilite
angular, em um relato de caso, numa unica aplicagdo sobre a leséo, suficiente
para a remissdo da mesma apos 7 dias, sem exibir efeitos colaterais adversos
(CADASTRO et al., 2008).

2.9 Vantagens e desvantagens da PDT

Um aspecto positivo da PDT é a seletividade e a seguranga que o
tratamento proporciona. Estudos in vivo com camundongos induzidos a
candidiase oral experimental e expostos a PDT demonstraram a reducao
significativa na viabilidade de C. albicans, sem haver efeitos adversos ou
queimaduras nos tecidos adjacentes dos animais (CARMELLO et al., 2015;
DOVIGO et al., 2011; MIMA et al., 2010; MARTINS et al., 2011; TEICHERT et
al., 2002).

Outro aspecto relevante a ser citado € que, até o presente momento,
nao existem relatos de mecanismos de resisténcia a PDT. O que ocorre sao os
mesmos mecanismos descritos para a terapia antifungica convencional
(bombas de efluxo ativo, alteragcdo na absorcdo de drogas e do trafego
intracelular). A resisténcia ao oxigénio singleto ainda n&o foi descrita na
literatura de forma precisa (TEGOS; HAMBLIN, 2006).

A resisténcia a esta técnica por parte de alguns profissionais ainda é
grande, principalmente pela falta de conhecimento. O alto custo dos
dispositivos utilizados para a aplicagdo da PDT, a necessidade de se ter
profissionais capacitados e a combinagao entre luz e FS sao alguns dos fatores
que restringem a oferta desta terapia, limitando-a principalmente aos pacientes
oncolégicos e imunossuprimidos, em centros especializados das maiores
cidades brasileiras (BAGNATO et al., 2005).

Por ultimo, vale ressaltar que a eficacia clinica da PDT antimicrobiana

como uma estratégia terapéutica potente contra infecgoes fungicas orais ainda
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necessita de mais investigagdes, principalmente em modelos de estudos com
animais e humanos. Nesses, a condigcao sistémica e o real ambiente da
cavidade oral podem influenciar no resultado da PDT (JAVED;
SAMARANAYAKE; ROMANOS, 2014).
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3 OBJETIVOS

Os objetivos desta dissertagdo foram organizados em objetivo geral e

objetivos especificos, conforme apresentado a seguir.

3.1 Objetivo geral

Avaliar o uso da terapia fotodinamica antimicrobiana para o tratamento

da candidiase oral em pessoas vivendo com HIV/aids.

3.2 Objetivos especificos

Para atingir o objetivo geral, esta pesquisa desenvolveu-se a partir do

exposto abaixo:

a) Avaliar o efeito da terapia fotodindmica — associando-se ao uso do
corante azul de metileno a 0,01% a luz vermelha visivel (A=660nm) do
laser de baixa intensidade — no tratamento da candidiase oral em
pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA);

b) Comparar os resultados obtidos no item “a”, dos objetivos especificos
desta pesquisa, com um método combinado entre as duas terapias: a
PDT e a terapia antifungica convencional.
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4 JUSTIFICATIVA

A importancia tedrica desta pesquisa consiste em evidenciar a PDT
como uma abordagem no tratamento da candidiase oral em PVHA. Esta
pesquisa também se justifica pela escassez de produgdes académicas sobre o
uso da terapia fotodindmica associando-se 0 uso do corante azul de metileno a
0,01% e da luz vermelha visivel (A=660nm) do laser de baixa intensidade no
tratamento da candidiase oral das PVHA. Esta lacuna cientifica da area soma-
se a necessidade de reproduzir, em humanos, os diversos estudos in vitro
sobre a eficacia da PDT na candidiase oral para, assim, considerar os
resultados frente as reais condigdes ambientais da cavidade oral.

A relevancia social do tema escolhido reside no fato de esta pesquisa
buscar uma alternativa para o tratamento da candidiase oral em PVHA. As
infeccbes fungicas s&do as principais causadoras de morte relacionada a
infeccdo pelo HIV/aids no mundo, estando as espécies de Candida entre os
quatro agentes etiolégicos de maior prevaléncia. No Brasil, a candidiase é a
segunda causa de Obitos por infecgbes fungicas em PVHA. Mesmo em
pacientes sob tratamento com ARVSs, a colonizagéo orofaringea por Candida e
o declinio na suscetibilidade aos antifungicos (i.e. fluconazol, nistatina) é
observada. No geral, o tratamento para esses pacientes é dificil, as lesdes sao
recorrentes e a utilizagdo de varios antifungicos para o tratamento se faz
necessaria, acarretando em resisténcia antifungica a um ou mais azodis e

levando a falha terapéutica desta.

A tematica desta pesquisa desenvolveu-se dentro da dinédmica de
producdo do conhecimento da PDT, associando-se o uso do corante AM a
0,01% e da luz vermelha visivel (A=660nm), do laser de baixa intensidade, no
tratamento da candidiase oral em PVHA. Este estudo insere-se na linha de
pesquisa 1, “Aids”, do Programa de Pds-Graduagdo em Infecgcao HIV/Aids e
Hepatites Virais (PPGHIV/HV), do Centro de Ciéncias Biolégicas e da Saude
(CCBS), da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO). Isto
se deve ao fato de que esta linha comporta projetos de pesquisas que abordam
a complexidade da aids, em seu aspecto clinico. Além disso, este trabalho
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propde a intervengdo do profissional cirurgido-dentista, sob uma nova
abordagem terapéutica para o cuidado, o acompanhamento e o tratamento das
PVHA com candidiase oral. A promocao de saude bucal tem importante papel
na qualidade de vida relacionada a saude de PVHA; a depressao em PVHA
tem relacdo direta com a baixa qualidade de saude bucal e o alto indice CPO-
D. O conhecimento odontolégico é extremamente importante para o manejo
adequado das complicagcdes orais decorrentes da infeccdo pelo HIV/aids.
Apesar das anormalidades orais associadas ao HIV/aids estarem presentes em
30% a 80% das pessoas infectadas, muitas vezes, seu diagndstico é
equivocadamente realizado por profissionais das unidades médicas,
ressaltando a importancia da inser¢gdo do cirurgido-dentista na equipe

multiprofissional que cuida da PVHA.
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5 METODOLOGIA

A metodologia utilizada na presente pesquisa subdivide-se nas secodes

dispostas a segquir.

5.1 Desenho do estudo

Realizou-se uma pesquisa experimental, qualitativa e descritiva para
avaliar a eficacia clinica da PDT no tratamento da candidiase oral em um grupo
de PVHA que estava em tratamento nas enfermarias e ambulatérios do
Hospital Universitario Gaffrée e Guinle (HUGG). Tal grupo foi dividido,
aleatoriamente, em dois subgrupos, denominados grupo controle (GC) e grupo
experimental (GE), que se distinguiram pelas terapias que foram propostas em
cada um. No GC, os participantes receberam a combinagcao entre a PDT e
antifungicos tradicionais, enquanto no GE, foi aplicada apenas a PDT. Apods a
obtencdo dos resultados, estes dois subgrupos foram comparados quanto a
eficacia clinica de cada terapia que foi proposta, respectivamente, em uma

abordagem qualitativa.

5.2 Critérios de inclusao

Foi selecionado, para esta pesquisa, um grupo de PVHA, maiores de 18
anos, com sinais clinicos e sintomas de candidiase oral, em tratamento nas

enfermarias e ambulatérios do HUGG.

5.3 Critérios de exclusao

Foram excluidos desta pesquisa pacientes usuarios de préteses bucais
removiveis e tabagistas declarados, por haver interferéncia direta desses dois
agentes na alteragdo da microbiota bucal. O uso de terapias que se baseiam
na emissao de luz, como é o caso da PDT, é contraindicado em pacientes com
cancer de pele na regido a ser irradiada pelo laser, com glaucoma, com
catarata sem supervisdo meédica e gestantes. Logo, tais pacientes foram

excluidos da pesquisa realizada.
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5.4 Intervencéao

O subgrupo GC foi tratado com antifungico convencional por 14 dias,
associado a PDT, irradiando-se uma unica vez o local de interesse com o laser
diodo Therapy EC (vermelho A=660nm, poténcia 100mW * 20%; e infra-
vermelho A=808nm, poténcia 100mW +x 20%; fabricante DMC; local de
fabricagdo Sao Carlos, SP — Brasil), fornecendo energia de 9J, com um tempo
de exposi¢cao de 1 minuto e 30 segundos; com azul de metileno a 0,01%; com
tempo de pré-irradiacao (PIT, Pre-irradiation Time) de 4 minutos. A utilizagao
dos antifungicos pelo tempo de 14 dias justifica-se pelo fato de a melhora
clinica das infecgbes fungicas ser alcangada neste periodo (entre 10 — 14 dias).
O subgrupo GE foi submetido apenas a PDT, nos mesmos parametros

utilizados para o GC.

Esta intervencdo foi desenhada por nao haver a possibilidade do
pareamento entre um GC, que utilizaria apenas antifungicos, e um GE, que
receberia apenas a PDT, como foi originalmente proposta. Esta postura de
interferir na rotina médica no que concerne a decisdo de administrar ou nao
antifungicos convencionais poderia ser conflitante. Deste modo, inviabilizaria a
avaliagao dos participantes do GE que recebessem essas medicagdes, sendo

0s mesmos excluidos da pesquisa.

A evolucdo do tratamento dos pacientes pesquisados foi acompanhada
em seus aspectos qualitativos, em dois encontros: o primeiro para coleta das
informagdes dos prontuarios meédicos, avaliagdo e diagndstico clinico da
candidiase oral, registro fotografico, prescrigdo da terapia proposta para cada
grupo e instrugdo de higiene oral (IHO), denominado “D0” (dia zero); e o
segundo para controle clinico ap6s 14 dias, denominado “D14” (dia 14), na qual
foram repetidos a avaliagdo clinica, os registros fotograficos, os relatos das
percepgdes dos pacientes sobre cada tratamento utilizado e a IHO (ver Quadro
1).

Nos pacientes avaliados que ja estavam incorporados a rotina
ambulatorial, os dados referentes ao esquema ARV utilizado e as

quantificacbes de CD4 e CV se encontravam dispostos nos respectivos
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prontuarios. Contudo, para os pacientes que ainda nao estavam incorporados a
rotina ambulatorial (“12 vez”), esses dados nao se encontravam disponiveis. Os
mesmos foram indexados aos registros de cada paciente avaliado a medida
que eram disponibilizados, em razdo do tempo especifico demandado para
cada exame de quantificagédo (resultado imediato para CD4 e 14 dias para CV,
em média) e, quanto ao esquema ARV utilizado, a partir do momento que era

prescrito pelo médico responsavel e registrado em prontuario.

Quadro 1 - Evolugao do tratamento dos pacientes pesquisados

Grupos Dia 0 (1° Encontro) Dia 14 (2° Encontro)
Coleta das informacdes dos prontuarios médicos Controle clinico apés 14
Avaliagdo clinica dias

ae Registro fotografico Avaliacdo clinica
Diagnéstico clinico Registro fotografico
Registros e relatos das percepgdes do paciente Registros e relatos das
Aplicagdo da PDT + antifungicos percepgdes dos pacientes
IHO IHO
Coleta das informagdes dos prontuarios médicos Controle clinico apds 14
Avaliacdo clinica dias

GE Registro fotografico Avaliagdo clinica

Diagnéstico clinico

Registros e relatos das percep¢des do paciente
Aplicacdo da PDT + antifungicos

IHO

Registro fotografico
Registros e relatos das
percepcdes dos pacientes
IHO

Fonte: Elaborada pelo autor

As fotografias realizadas foram editadas pelo aplicativo para telefone
movel PicsArt® (PicsArt, Inc.211 Sutter Street, Suite 300, San Francisco, CA
94108), estabelecendo-se uma temporalidade com suas respectivas datas das

consultas inicial e final (“antes e depois”) (ver ANEXO A).

Cada participante foi enumerado, aleatoriamente e sequencialmente,
sendo o primeiro o de numero 001 e assim sucessivamente até o de numero
030. As fotografias do “antes e depois” de cada participante receberam escores
no intuito de se quantificar as lesdes orais por Candida (0 = ausente, 1 = leve, 2
= moderado e 3 = grave) (ver Tabela 1) e de se avaliar, através de sinais, se a
terapia sugerida proporcionou melhora (melhorou, +), piora (piorou, -) ou se

nao houve diferenga (sem diferenga, 0) (ver Tabela 2).
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Tabela 1 - Classificagao quantitativa da candidiase oral dos participantes por escore

Quantitativo Escore
Ausente 0
Leve 1
Moderado 2
Grave 3

Fonte: Elaborada pelo autor

Tabela 2 - Classificagao qualitativa da candidiase oral dos participantes por sinais

Qualitativo Sinais
Melhorou +
Piorou
Sem diferenga 0

Fonte: Elaborada pelo autor

5.5 Consideragdes éticas

Os procedimentos realizados na pesquisa obedecem aos critérios da
Resolugdo 196/96 do Ministério da Saude, que regulamentam a pesquisa
envolvendo seres humanos. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) do Hospital Universitario Gaffrée e Guinle/HUGG/UNIRIO,
sob os numeros CAAE 77389417.7.0000.5258 e parecer 2.431.107 (ver
ANEXO B). Todos os participantes foram informados dos objetivos da pesquisa
e dos provaveis riscos e beneficios. Todos os participantes foram convidados
voluntariamente a participar da pesquisa e assinaram um termo de

consentimento livre e esclarecido (ver ANEXO C).

5.6 Consideragdes orcamentarias

Os custos dos procedimentos realizados na pesquisa foram financiados
propriamente pelo autor.
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6 RESULTADOS

Ao todo, 30 participantes foram avaliados neste estudo. Destes, 12 ndo
retornaram no periodo estipulado pelo pesquisador e, portanto, foram

excluidos.

Os 18 (100%) participantes restantes compuseram o universo (n=18)
desta pesquisa. De acordo com as suas respectivas numeragdes, realizadas
sequencialmente, foram distribuidos de forma aleatéria, de acordo com cada
tratamento recebido, a saber: 007, 015, 016, 018, 024, 028 e 030 para o0 grupo
controle (GC); e 003, 006, 009, 011, 013, 014, 022, 023, 026, 027 e 029 para o
grupo experimental (GE).

Estes foram dispostos em uma tabela com o intuito de melhor avaliar a
situagcdo geral de cada participante, diferenciando-os pelos seguintes
parametros: tipo de grupo quanto ao tratamento aplicado (GC ou GE), numero
atribuido aleatoriamente, idade, género (masculino ou feminino), data da coleta
sanguinea realizada para avalicdo da quantificagcdo de CD4 e CV do HIV, data
do resultado da quantificacdo de CD4, quantificacdo de CD4, quantificacdo de
CD8, relacado entre CD4 e CD8, data do resultado da quantificacdo da CV do
HIV, quantificagdo da CV do HIV por copias, quantificacdo da CV do HIV em
contagem logaritmica (Log) e o esquema ARV utilizado (ver Tabela 3).

Quanto ao género dos participantes avaliados, 12 (66,67%) eram
homens e 6 (33,33%) eram mulheres (ver Tabela 4). Dentre estes, 16 (88,89%)
estavam em tratamento com TARV, enquanto apenas 2 (11,11%) estavam sem
TARYV (ver Tabela 5).

Para verificacdo dos exames laboratoriais de quantificacdo de CD4+,
foram apresentados os seguintes valores: em 13 (72,22%) participantes,
CD4+<200, em 4 (22,22%), CD4+>200<500 e 1 (5,56%), CD4+>500 (ver
Tabela 6).

Para os dados de quantificagdo da carga viral (CV) do HIV em cépias/m!{

de cada participante, verificou-se: em 11 (61,11%) participantes, CV>3000, em
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, hao

nenhum, CV entre 3000 — 40, em 2 (11,11%), CV<40 e em 5 (27,78%)

havia registros recentes (s/ registro) (ver Tabela 7).

, género,

Tabela 3 - Distribuicdo dos participantes por grupo, n° do participante, idade

data da coleta, data do resultado de CD4, contagem de CD4, contagem de CD8, relagdo
entre CD4 e CD8, data do resultado da CV, contagem do HIV em cépias, contagem do HIV

em Log e esquema ARV utilizado.
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Tabela 4 - Distribuicdo do grupo pesquisado por género

Género  Participantes Porcentagem

Feminino 6 33,33%
Masculino 12 66,67%
Total 18 100%

Fonte: Elaborada pelo autor

Tabela 5 - Distribuicdo do grupo pesquisado por uso de TARV

Uso da TARV Participantes Porcentagem

Com 16 88,89%
Sem 2 11,11%
Total 18 100%

Fonte: Elaborada pelo autor

Tabela 6 -Distribuicdo do grupo pesquisado por contagem de células CD4+

g?;:'f/ze Participantes Porcentagem
<200 13 72,22%
200 - 500 4 22,22%
>500 1 5,56%

Total 18 100%

Fonte: Elaborada pelo autor

No GC (grupo controle), os 7 (38,89%) participantes foram submetidos
ao tratamento combinando-se antifungico e PDT, sendo 6 (85,71%) com
fluconazol e 1 (14,29%) com nistatina (ver Tabela 8). No GE (grupo
experimental), os 11 (61,11%) participantes foram submetidos ao tratamento

apenas com a PDT (ver Tabela 9).

Tabela 7 - Distribuicdo do grupo pesquisado por quantificagao de carga viral (CV) do HIV
por copias/me

copias/me Participantes Porcentagem

s/ registro 5 27,78%
<40 2 11,11%
40 - 3.000 0 0,00%
>3.000 11 61,11%

Total 18 100%

Fonte: Elaborada pelo autor
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Tabela 8 - Antifungicos utilizados no grupo controle

Antifungico Participantes Porcentagem

Fluconazol 6 85,71%
Nistatina 1 14,29%
Total 7 100,00%

Fonte: Elaborada pelo autor

Tabela 9 - Distribuigdo dos participantes por grupos

Grupos Participantes Porcentagem
Controle (GC) 7 38,89%
Experimental (GE) 11 61,11%

Total 18 100%

Fonte: Elaborada pelo autor

No GC, 4 (57,14%) participantes (007, 016, 018 e 030) apresentavam,
na fotografia inicial (“antes”) realizada na primeira consulta (D0), sinais clinicos
de candidiase oral classificada como grave, ja os outros 3 (42,86%) (015, 024,
028) apresentavam sinais clinicos moderados. No 14° dia (D14), apos
avaliagcado fotografica, verificou-se a auséncia total dos sinais clinicos em 2
(28,57%) participantes (015 e 030); melhora clinica de moderado para leve em
2 (28,57%) (024 e 028); de grave para leve em 1 (14,29%) (018); e em 2
(28,57%) (007 e 016) houve discreta melhora clinica, porém foi mantida a

classificagao grave (ver Tabelas 10 e 11).

No GE, 7 (54,54%) participantes (003, 009, 013, 014, 022 e 026)
apresentavam, na fotografia inicial, sinais clinicos moderados de candidiase
oral na primeira consulta; e 5 (45,46%) (006, 011, 023, 027 e 029) receberam a
classificacdo de candidiase oral leve. No 14° dia (D14), apdés avaliagédo
fotografica, observou-se auséncia total dos sinais clinicos da doenga (leve para
ausente) em 2 (18,18%) participantes (006 e 011); em 6 (54,54%) (003, 009,
013, 014, 022 e 026), observou-se a melhora clinica de moderado para leve;
em 2 (18,18%) (023 e 027), ndo foram observadas diferengas clinicamente
significativas; e em 1 (9,09%) (029), houve piora clinica de leve para moderado
(ver Tabelas 12 e 13). Mesmo nos participantes que nao sofreram alteragao na
classificacdo da lesdo de candidiase oral apos 14 dias (023 e 027), foi

observada uma discreta melhora clinica.
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Tabela 10 - Classificagao por sinais dos participantes do grupo controle (GC) quanto ao

sucessol/fracasso da terapia utilizada (Antifungico + PDT) apés 14 dias.

Participantes Esgoore ESD?ITe Sinais
007 3 3 0
015 2 0 +
016 3 3 0
018 3 1 +
024 2 1 +
028 2 1 +
030 3 0 +

Fonte: Elaborada pelo autor

Tabela 11 - Percentual de melhora, piora ou sem diferen¢a no tratamento do GC apés 14

dias.
Qualitativo  Participantes Porcentagem
Melhorou 5 71,43%
Piorou 0 0,00%
Sem 2 28,57%
diferenga
Total 7 100,00%

Fonte: Elaborada pelo autor

Tabela 12 - Classificagao por sinais dos participantes do grupo experimental (GE) quanto

ao sucessol/fracasso da terapia utilizada (PDT) apos 14 dias.

Participantes Essoore E%c;c;re Sinais
003 2 1 +
006 1 0 +
009 2 1 +
011 1 0 +
013 2 1 +
014 2 1 +
022 2 1 +
023 1 1 0
026 2 1 +
027 1 1 0
029 1 2 -

Fonte: Elaborada pelo autor

A piora do participante 029 pode ser atribuida a dois fatores que

contribuem para a manifestagdo clinica da candidiase oral: o periodo de
internacdo de 69 dias (de 09/06/2018 a 16/08/2018) na unidade de terapia

intensiva (UTIl) do HUGG, intubado e com assisténcia ventilatoria; e pelas

constantes nebulizagbes prescritas ao paciente, apos a alta da UTI, ja admitido

na 102 enfermaria.
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Tabela 13 - Percentual de melhora, piora ou sem diferenga no tratamento do GE apés 14
dias.

Qualitativo  Participantes Porcentagem

Melhorou 8 72,73%
Piorou 1 9,09%
Sem o

diferenca 2 18,18%
Total 11 100,00%

Fonte: Elaborada pelo autor

A comparacao estatistica entre os grupos GC e GE, ao se aplicar o teste
nao-paramétrico de Wilcoxon-Mann-Whitney para amostras independentes,
nao foi suficiente para afirmar se houve diferengas significativas. Em razéo do
pequeno numero de participantes avaliados (n=18) e da assimetria no desenho
dos grupos (GC =7 e GE = 11), nao foi possivel estabelecer, estatisticamente,

em qual grupo o tratamento realizado foi melhor.

O participante 001 apresentou-se ao ambulatério de imunologia com
uma candidiase oral pseudomembranosa grave, com histérico de baixa adesao
a TARV e repetidos episddios de uso de fluconazol. O referido participante foi
incluido no grupo experimental, sendo submetido a PDT juntamente com
fluconazol, porém seu retorno ocorreu 56 dias apos a consulta inicial e nao
apos os 14 dias determinados pelo pesquisador, sendo o mesmo excluido da
pesquisa. Mesmo assim, exibiu-se, através das fotografias de controle clinico
(ver Figura 3) a eficacia da PDT na regido das pregas palatinas transversas do
palato duro, que se apresentavam sem lesdo por candidiase
pseudomembranosa quando relacionadas com as outras estruturas da

cavidade oral.

Os resultados desta pesquisa demonstraram que, em ambos 0s grupos,
com excegcao do ocorrido com o participante 029, os tratamentos foram
eficazes na remissao ou redugdo dos sinais clinicos e sintomas da candidiase
oral em PVHA no tempo de 14 dias, entre as consultas inicial e final, conforme

estimado pelo pesquisador.



Figura 3 - Antes e depois do participante 001

20/03/2018 005/201 8
Antes Depois
Fonte: Elaborada pelo autor.
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7 DISCUSSAO

Nao existe predilecdo por género, idade ou raga para a manifestacéo da
candidiase oral (NEVILLE; DAMM; ALLEN; BOUQUOT, 2009). A ocorréncia de
mais PVHA com candidiase oral, avaliadas nesta pesquisa, serem do género
masculino (66,67%) quando comparadas as do género feminino (33,33%), n&o
implica uma predilegdo da candidiase oral pelo género masculino, pois néo

houve controle de género da amostra.

A candidiase oral € uma doenga oportunista fortemente associada a
infeccdo pelo HIV/aids (BODHADE; GANVIR; HAZAREY, 2011; DONOSO-
HOFER, 2016). A amostra deste estudo era, justamente, pessoas que

apresentavam a candidiase oral no momento da consulta inicial.

A variante pseudomembranosa dessa doenga bucal & diagnosticada
com maior frequéncia em PVHA sem TARV (BODHADE; GANVIR; HAZAREY,
2011) e foi encontrada em dois participantes (024 e 028) observados nesta

pesquisa que ainda ndo haviam iniciado a TARV.

No geral, a manifestagdo clinica ocorre pela redugdo na contagem de
CD4+<200 células/yf e pelo aumento da carga viral (CV) do HIV>3.000
copias/mt (REZNIK, 2005). Dos 18 pacientes examinados, 13 (72,22%)
possuiam CD4+<200 células/pf e 11 (61,11%) com CV >3.000 cédpias/ml.

A introdugdo da TARV no tratamento de PVHA proporcionou uma
melhora significativa no estado imunologico dessas, reduzindo-se as infecgdes
oportunistas, como é o caso da candidiase oral (RUBAIHAYO et al., 2016). As
mudancas de habitos e a adesao aos cuidados da saude bucal, destacadas
como fatores de melhora para o estado geral de saude das PVHA (DIAS;
TORRES, 2014; RUBAIHAYO et al., 2016), foram reforcadas tanto para os
participantes pesquisados quanto para os seus respectivos responsaveis.

Ambos, ao fim das consultas de controle, receberam instru¢gées de higiene oral.

Ainda assim, as PVHA em uso da TARV, com CV indetectavel e com
CD4+>500 ceélulas/pt, podem apresentar candidiase oral (GAITAN-CEPEDA et
al., 2008). Conforme descrito na literatura, esta pesquisa revelou que: 16
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(88,89%) participantes estavam sob TARV; 2 (11,11%) apresentavam CV
indetectavel ou <40 copias/mt; e 4 (22,22%) possuiam CD4+ entre 200 a 500
células/pt e 1 (5,56%) com CD4+ >500 células/pt. Todos estes citados
manifestavam a candidiase oral, revelando a alta prevaléncia desta lesao

nestes grupos.

O esgotamento qualitativo do sistema imunoldgico, a resisténcia que as
cepas de Candida colonizadoras da mucosa oral podem adquirir em
decorréncia dos inibidores de protease envolvidos na TARV e a baixa adesao
ou o uso irregular da mesma também contribuem para a recidiva da candidiase
oral (GAITAN-CEPEDA et al., 2008). Estes dois ultimos itens, apesar de nao
terem sido avaliados neste estudo, foram relatados com frequéncia nas PVHA

experimentadas que estavam sob TARV.

Nas PVHA sob TARV que manifestam candidiase oral, sugere-se a
progressao da doenga HIV/aids, pelo aumento da carga viral e a redugéao de
LTCD4+, conforme é descrito na literatura (COOGAN; GREENSPAN;
CHALLACOMBE, 2005; REZNIK, 2005), da mesma forma como foi observado
neste experimento, na qual 16 (88,89%) dos participantes estavam sob TARV e
exibiam a candidiase oral. A importancia de se ter o cirurgido-dentista inserido
na equipe multiprofissional destinada ao cuidado das PVHA ¢é fundamental para
exercer o correto diagnostico das lesbes que acometem a boca (e.g.
candidiase oral), determinando, assim, o grau de imunossupressao da PVHA
(VIEIRA et al., 2018).

Deve-se considerar que os dados da contagem de LTCD4+ foram
realizados através dos seus respectivos relatérios analiticos, os quais se
encontravam dispostos nos prontuarios de cada participante. Esta avaliagao
laboratorial foi realizada no momento em que ocorreu o primeiro atendimento,
portanto nao representava a real quantificacdo do nuamero de LTCD4+ no
transcorrer do mesmo. Esta interpretacdo s6 era possivel apdés a coleta do
sangue de cada participante para contagem de LTCD4+. A mensuragao desta
e da CV do HIV é a maior importancia na imunologia da infecgéo pelo HIV/aids,
determinando sucesso ou fracasso da TARV e a regressao ou progressao da
doenca (PIOT, 2009).
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A presente pesquisa foi desenvolvida considerando-se que, em muitos
episédios, as terapias antifungicas convencionais para o tratamento da
candidiase oral nao se apresentam com total eficacia no tempo esperado e nao
previnem a recorréncia das lesdes a curto prazo (DONNELLY; MCCARRON;
TUNNEY, 2008). Estes achados foram confirmados no experimento.

A utilizacdo da PDT pode ser uma alternativa terapéutica eficaz nos
pacientes que apresentam essas dificuldades. Como foi observado em um
estudo experimental com 21 participantes, o fluconazol foi eficaz no tratamento
da candidiase oral em PVHA, porém nao preveniu a recidiva da lesdao em curto
prazo. Ja a PDT foi capaz de erradicar 100% de Candida sp e nao houve
recorréncia da lesdo nos pacientes que receberam essa terapia, quando
reavaliados novamente apods 30 dias (SCWINGEL et al., 2012).

A avaliacdo das lesbes orais por Candida foram quantificadas,
recebendo escores de 0 (ausente), 1 (leve), 2 (moderado) e 3 (grave), como ja
foi descrito anteriormente; porém, esta classificacido preocupou-se apenas em
detalhar o crescimento fungico em culturas obtidas de PVHA com candidiase
oral e ndo propriamente as lesées (SCWINGEL et al., 2012). Nos manuais de
praticas clinicas para o tratamento das candidiases, é utilizada, apenas, a
classificagao leve, moderado e grave (BRASIL, 2018). Nao existem relatos na
literatura descrevendo a utilizagado desse sistema numérico de quantificacdo de
lesbes por candidiase oral em PVHA. Este critério pode ser importante na
decisdo da abordagem terapéutica da doencga para seus diferentes estagios,
avaliando-se a possibilidade da combinagcdo da PDT com antifungicos
convencionais em situagbes graves, quando estes nao respondem

adequadamente.

A aplicagdo do AM associado ao laser de baixa intensidade, nesta
pesquisa, deve-se ao fato de que este consagrado fotossensibilizador foi
utilizado com sucesso em diversos estudos sobre a inativagcao de C. albicans
(FREIRE et al., 2015; MAJEWSKI, 2008; SOUSA, 2014; PUPO et al., 2011;
MUNIN et al., 2007; GIROLDO et al., 2009; KATO et al.,, 2013; CHIBEBE
JUNIOR et al., 2013; TEICHERT et al., 2002; JUNQUEIRA et al., 2009; MIMA
et al.,, 2010; MARTINS et al.,, 2011; SCWINGEL et al., 2012; CADASTRO,
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2010; CADASTRO et al., 2008).

Neste estudo experimental, em 2 participantes do GC (007 e 016)
classificados com candidiase oral grave, a acdo combinada do fluconazol com
a PDT mostrou discreta melhora na erradicagdo dos sinais clinicos da
candidiase oral apds 14 dias, na visdo do pesquisador, porém sem alterar suas
classificagdes. A remissao dos sintomas pelo efeito do fluconazol apds 14 dias,
como proposto em manuais de tratamento, ndo foi observada (BARTLETT;
GALLANT; PHAM, 1998).

Em ambos os participantes (007 e 016), havia presenga exacerbada de
biofilme fungico, corroborando o que a literatura descreve acerca da dificuldade
no tratamento desta condicdo, em parte pela sua alta resisténcia ao fluconazol
(CHANDRA et al., 2001) e pelo provavel desenvolvimento de cepas de Candida
resistentes que dificultam a remissdo dos sinais e sintomas e favorecem a
recorréncia desta doenga (ZHANG et al., 2014).

No participante 018, classificado com candidiase oral grave, tratado com
PDT e fluconazol, houve reducédo da candidiase oral de grave para leve apos
14 dias. A associagao entre a PDT, mediada por azul de metileno e laser, e
fluconazol verificada com sucesso em trabalhos in vitro e in vivo (GIROLDO et
al., 2009; KATO et al., 2013; CHIBEBE JUNIOR et al., 2013), também foi
observada nesse caso.

O participante 015 recebeu a associagao entre PDT e nistatina, e os
resultados obtidos apdés 14 dias revelaram a auséncia clinica total da
candidiase que se fazia presente na lingua do mesmo, sugerindo que a
utilizagdo conjunta dessas duas estratégias terapéuticas pode ser ainda mais
eficaz na remissao da doenca e na reducao dos episddios, em menor tempo. A
PDT no tratamento da candidiase oral moderada e leve em PVHA mostrou-se
mais eficaz do que a nistatina, em um estudo experimental (CADASTRO,
2010).

Em ambos os grupos, com exce¢ao do participante 029 do GE, notou-se
a reducdo da doenga apds os 14 dias de controle clinico e fotografico, mesmo

quando nao houve alteracdo na classificagdo da candidiase oral por



49

quantidade.

No grupo experimental, no qual utilizou-se apenas a PDT, ndo foram
constatados danos aos tecidos adjacentes ou efeitos adversos em nenhum
participante, assim como ja se comprovou em outros estudos in vivo com
modelos experimentais de candidiase oral induzida em ratos imunossuprimidos
(CARMELLO et al., 2015; DOVIGO et al., 2011; MIMA et al., 2010; MARTINS
et al.,, 2011; TEICHERT et al., 2002).
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8 CONCLUSOES

A terapia fotodindmica antimicrobiana, utilizando o laser vermelho e o
azul de metileno a 0,01%, mostrou-se uma alternativa promissora e segura no
tratamento da candidiase oral em pessoas vivendo com HIV/aids. Seu uso
concomitante a terapia antifungica tradicional sugere a possibilidade de se

reduzir o tempo do curso clinico da doenga.

O uso isolado da PDT no tratamento da candidiase oral em PVHA com
estado geral de saude critico ainda carece de estudos adicionais. Deve-se
realizar um maior controle clinico pés-PDT para avaliar a eficacia desta na

remissao dos sinais clinicos e no aumento do intervalo de episodios da doenca.

N&o houve significancia estatistica para avaliar se os resultados obtidos
no grupo experimental, tratado apenas com a PDT, foram melhores do que os
do grupo controle, tratados com PDT e antifungicos. Sdo necessarias
pesquisas adicionais, com um maior numero de participantes e um melhor

pareamento entre os grupos.
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ANEXO C — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da
pesquisa “Avaliacdo da eficacia clinica da utilizagdo da terapia fotodinamica
antimicrobiana no tratamento da candidiase oral em pacientes infectados pelo
HIV/AIDS”.

A motivacdo pelo desenvolvimento dessa pesquisa se deve pela
necessidade de estudar uma terapia alternativa no tratamento da candidiase
oral em pacientes infectados pelo HIV/AIDS, que é a terapia fotodindmica
antimicrobiana. O método convencional utiliza o antifungico via oral fluconazol,
100mg, por 14 dias seguidos, porém, o numero de casos de resisténcia a
esses antifungicos vem crescendo a cada dia, representando um grande risco
a saude dos pacientes, principalmente os que se encontram em estado critico
Oou imunossuprimidos.

A terapia fotodindmica antimicrobiana sera realizada, nessa pesquisa,
em uma unica sessao, desenvolvendo-se da seguinte forma: apos diagnostico
clinico e registro fotografico das lesbes causadas pela candidiase oral, sera
aplicado o corante azul de metileno a 0,01% no local de interesse, deixando-o
em repouso por 4 minutos. Apds esse periodo, um laser terapéutico emitira
uma luz, durante 1 minuto e 30 segundos, no mesmo local das lesées. Durante
todo o processo, o paciente devera utilizar 6culos de protegao contra radiagcao
nao-ionizante, como preconiza a norma regulamentadora 15, em seu anexo 7,
da portaria 3214 de 08/06/1978. A utilizacdo da fonte de luz laser de forma
terapéutica ndo produz nenhum dano tecidual no local de aplicagdo, nem exibe
efeitos adversos.

Vocé sera esclarecido (a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que
desejar. Mesmo nao trazendo nenhum risco adicional, a terapia podera gerar,
em algum momento, incomodo ou desconforto. Caso isso aconteca, o seu
direito de recusa a este tratamento esta preservado, e o método convencional
sera administrado. Vocé é livre para recusar-se a participar, retirar seu
consentimento ou interromper a participacdo a qualquer momento. A sua
participacado é voluntaria e a recusa em participar desta pesquisa ou optar por

retirar-se dela, em qualquer momento, ndo ira acarretar em qualquer
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penalidade ou atrapalhar seu acompanhamento no ambiente hospitalar.

O pesquisador ira tratar a sua identidade com padrdes profissionais de
sigilo, assegurando sua privacidade. Contudo, em pesquisas com seres
humanos, existe o risco de quebra de sigilo. Os resultados permaneceréo
confidenciais. Seu nome ou o0 material que indique a sua participacdo nao sera
liberado sem a sua permissdo. Vocé nao sera identificado (a) em nenhuma
publicacdo que possa resultar deste estudo.

Lembramos que vocé n&o recebera nenhuma quantia em dinheiro ou
outros beneficios caso aceite participar da pesquisa, assim como ndo tera
qualquer despesa.

Eu, fui informado

(a) dos objetivos da pesquisa acima, de maneira clara e detalhada, e esclareci
minhas duvidas. Sei que, em qualquer momento, poderei solicitar novas
informacdes relacionadas a este estudo. O pesquisador Carlos Felipe Gomes
Izoton certificou-me que todos os dados desta pesquisa serdo confidenciais.

Em caso de duvidas poderei fazer contato com o pesquisador Carlos
Felipe Gomes Izoton através do telefone (21) 99793-0208 (de 22 a 63 das 8h
as 16h), além do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario
Gaffrée e Guinle (CEP-HUGG) localizado a rua Mariz e Barros, 775 — Tijuca,
Prédio do Hospital — 4° andar, telefone (21) 2264-5177 e pelo endereco
eletrénico (e-mail) cephugg@gmail.com; atendimento: de 2% a 63%f de 09:00 as
12:00 e 14:30 as 17:00.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma coépia
deste termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade

de ler e esclarecer as minhas duvidas.

Nome do Participante Assinatura do participante Data

Nome da testemunha Assinatura da testemunha Data
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Confirmo que expliquei detalhadamente para o paciente e/ou seu (s)
familiar (es), ou responsavel (eis), o propdsito, os riscos, os beneficios e as
alternativas para o tratamento (s) / procedimento (s) acima descritos e os

objetivos da referida pesquisa.

Rio de Janeiro, de de 20 )

Assinatura e carimbo do pesquisador



