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A candidose bucal é uma infeccdo fungica associada a espécies de Candida, sobretudo a
C. albicans. Apesar da C. albicans ser um microrganismo comumente encontrado na cavidade
bucal, em relacdo de comensalismo, esse tipo de fungo apresenta a habilidade de alterar sua
morfologia, levando a uma infecgéo dos tecidos bucais. Esses microrganismos podem colonizar
a cavidade bucal uma vez que apresentam capacidade de aderéncia as células epiteliais e a resina
da base das proteses. A cadidose bucal relacionada a utilizacdo de préteses removiveis é
classificada como estomatite protética, tendo tratamentos variados como terapia antifingica
topica, medicagdo antifungica sistémica, cuidados com a higiene bucal e procedimentos de
desinfeccdo e higienizagdo das préteses."***>!® Apesar desses medicamentos serem eficazes
para aliviar os sinais e sintomas clinicos da estomatite associada a C. albicans, muitas vezes ndo
eliminam completamente esse microrganismo *® e pode ocorrer recorréncia de infecgdo apds o
término do tratamento. Nesse sentido, torna-se fundamental na fase de tratamento, a utilizacdo
de métodos que inativem os microrganismos presentes nas superficies das proteses.’

A irradiacdo pelo método das microondas tem sido relatada como efetiva na inativacdo
de C. albicans °®’ .Entretanto, os mecanismos pelos quais a energia de microondas atua sobre os
microrganismos ainda ndo estdo completamente esclarecidos. Dessa forma, o objetivo deste
estudo foi investigar o efeito do tempo de irradiacdo (1 a 5 minutos) com microondas sobre
células de C. albicans, por meio de pardmetros de contagem celular e de liberacdo de substancias
intracelulares.

Para o desenvolvimento deste estudo, inicialmente, foram obtidas culturas de C. albicans
em Tryptic Soy Broth (TSB) a partir de cepas padrdo (ATCC 10231). As células foram
centrifugadas, lavadas e ressuspensas em 400 mL de &gua destilada gelada na concentracdo de
10° cél/mL. Essa suspenséo foi dividida em experimental e controle. A suspensdo experimental
(200 mL) foi colocada em um béquer de 500 mL contendo uma prétese total acrilica estéril e
irradiada por microondas durante 1a 5 min a 650 W. A suspensdo controle ndo foi submetida a
irradiacdo. Para ambas as suspensdes, foram realizadas diluigfes seriadas para contagem celular
em camara de Neubauer, utilizando a entrada do corante azul de Metileno, como indicativo de
alteracdo de permeabilidade de membrana. Aliquotas diluidas também foram semeadas em
placas de Agar Sabouraud Dextrose (ASD) e o nimero de UFC/mL foi calculado. Aliquotas ndo
diluidas foram analisadas quanto & densidade éptica (DO) a 550 nm. Para a quantificacdo de
substancias liberadas, as células foram eliminadas das suspensdes por centrifugacéo e filtragem e
a solucdo resultante foi liofilizada. O contetdo liofilizado foi ressuspenso em volumes menores
de agua destilada (3 mL) e analisado pelos seguintes métodos: Microprote e Sensiprote, para
quantificacdo de proteinas; potenciometria, para quantificacdo de Na* e K*; Liquiform, para
quantificacdo de Ca™; e DO a 260 nm para quantificacio de DNA. Os testes de contagem
celular foram realizados em duplicata. Todos os testes de contagem e de liberacdo de substancias
foram repetidos em 2 dias diferentes.

Neste trabalho avaliaram-se a contagem celular e a quantificagdo da liberacdo de
substancias intracelulares em suspensfes de culturas submetidas a irradiagdo por microondas
pelos tempos de 1, 2, 3, 4 e 5 minutos e em suspensdes tomadas como controle. Ao controle
supde-se corresponder o indice maximo de contagem celular e minimo de liberagdo de
substancias. Foram empregados procedimentos graficos e da analise de regressdo linear, ao nivel
de 5% de significAncia. O teste t de Student foi utilizado para verificar se a intercepto ou o
coeficiente de regressdo sdo diferentes de zero.

No grupo controle, as contagens em camara de Neubauer e unidades formadoras de
colbnias (ufc/mL) variam em torno da média, pois ndo ha evidéncia de regressdo linear
(P>0,05). Com exce¢do da contagem de células ndo integras igual a zero, as contagens sao
significativamente diferentes de zero (P<0,001). Para o grupo experimental, a contagem de
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células ndo integras se manteve proxima da média em todo intervalo de tempo . Nesse mesmo
grupo, as contagens de células integras apresentaram valores semelhantes ao controle no tempo 1
min e, em tempos superiores a 3 min, as contagens decaem para zero (Figura 1). Para o método
de densidade 6tica ndo ha um comportamento bem definido dos valores obtidos, tanto no grupo
controle como no grupo experimental. As médias dos dois grupos em andlise sdo muito
préximas e a variabilidade das médias, medida pelo desvio padrdo, é alta (Figura 2).
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Figura 1 — Logaritmos de contagens de células integras obtidas em camara de Neubauer em
suspensdes do grupo controle e do grupo experimental (O trago horizontal representa a média)
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Figura 2 — Contagens de células obtidas pelo método de densidade dptica 550 nm em suspensdes
do grupo controle e do grupo experimental (Os tracos horizontais representam as médias)

Na quantificacdo de proteinas pelos sistemas Microprote e Sensiprote, ndo ha evidéncia
de regressdo linear com o sistema Microprote (P>0,05) e h& alguma evidéncia de regressao
linear com o sistema Sensiprote (P=0,041) (figura 3). Entretanto, ela ndo tem importancia se
comparada com a variagdo no grupo experimental. Além disso, as médias sdo préximas de zero.
No tempo de 1 min de irradiagdo as quantidades de liberacdo de proteinas no grupo experimental
sdo somente um pouco acima daquelas do controle. Além disso, ndo ha um padrdo de
comportamento, de modo que a média pode representar os dados, mas o desvio padrdo e,
portanto, a variabilidade é grande.
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Figura 3 - Quantificacdo de proteinas pelo sistema Sensiprote em suspensdes do grupo controle e
do grupo experimental (Os tragos horizontais representam as médias)

Em relacgéo a liberacdo de K*, no controle obteve-se em todas as suspensdes o valor zero.
Para o grupo experimental, no tempo 1 min o resultado é préximo de zero e de 2 min em diante
tendem a seguir a média com desvio padréo alto. Quanto a liberagdo de Ca*™, ap6s 1 min, tanto
no controle como no grupo experimental, os resultados acompanham a média, também com
desvio padrdo alto. De qualquer forma, a média do grupo experimental € aproximadamente 2,5
vezes maior do que a media do grupo controle.

Com relagdo aos valores de liberacdo de &cidos nucléicos (DNA/RNA), na suspensao
controle, os valores se aproximam da média, com excecdo dos valores obtidos com 3 min de
irradiacdo, que se apresentam inferiores aos outros valores obtidos. Na suspenséo experimental,
com 1 min de irradiacdo os valores de concentracdo dos &cidos nucléicos sdo maiores do que 0s
valores obtidos para a suspensdo controle. Entre os tempos de 2 a 5 minutos, essa relacdo se
inverte, passando a suspensao controle a apresentar valores inferiores a suspensao experimental.
Ainda nesses tempos de exposicao, na suspensao experimental, ndo existe evidéncia de diferenca
entre as médias de concentracdo dos acidos nucléicos, apresentando-se praticamente iguais entre
si, 0 que denota uma auséncia de aumento de liberacdo com o aumento do tempo de exposi¢do
acima de 2 minutos)

Dentro das condigfes experimentais do presente estudo, pudemos concluir que a
irradiacdo de suspensdes de C. albicans com microondas:
¢ causou a inativacdo celular e promoveu reducdo no nimero de células vidveis, por meio da

contagem das ufc/mL em meio s6lido aos 3 minutos ou mais de irradiacéo;

@ promoveu alteracdo na permeabilidade de membrana e paredes celulares, causando reducéo do
namero de células integras na suspensao experimental apds 3 minutos de irradiacao;

¢ ndo promoveu reducdo no nimero total de células contaveis (soma de integras e ndo integras)
em camara de Neubauer, pelo fato de ndo terem sofrido lise completa;

¢ ndo promoveu reducdo da densidade optica a 550 nm nas suspensdes irradiadas, pelo fato de
ndo terem sofrido lise completa, quando comparadas com as suspensdes controle;

@ provocou liberacdo de proteinas para o meio extracelular em tempos de irradiagdo iguais ou
superiores a 2 minutos, ndo tendo sido essa liberacdo aumentada com o aumento do tempo de
irradiacéo;

¢ provocou liberagdo de K™ para o meio extracelular em tempos de irradiacdo iguais ou
superiores a 2 minutos, ndo tendo sido essa liberacdo aumentada com o aumento do tempo de
irradiacéo;

¢ provocou liberagdo de Ca™ para o meio extracelular em tempos de irradiagdo iguais ou
superiores a 2 minutos, ndo tendo sido essa liberacdo aumentada com o aumento do tempo de
irradiacao.
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