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RESUMO

A Candida albicans (C. albicans) é um fungo dimérfico pseudofilamentar, que
pode sobreviver e infectar humanos com dificil resolucao por terapia antifungica.
A terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT) gera espécies reativas de oxigénio
com potencial para eliminacdo de micro-organismos. O corante eritrosina tem
potencial fotodinamico e pode ter acdo em micro-organismos orais, portanto, o
objetivo deste trabalho foi investigar o efeito da aPDT mediada por eritrosina e
luz azul em Candida albicans. Foi avaliado o tempo de morte celular e a
incorporacao da eritrosina dentro da célula fangica. Para a execucao do presente
trabalho foi selecionada a cepa Candida albicans ATCC 90028 devidamente
preparada para o ensaio de irradiacdo. A irradiacdo foi realizada com um
equipamento LED fotopolimerizador odontolégico (DMC, Séo Carlos, SP, Brasil),
emitindo comprimento de onda em A =430 nm — 490 nm e uma poténcia radiante
de 1000 mW. As amostras foram irradiadas do topo de uma placa de
microtitulacdo de 24 pocos com irradiancia de | = 500 mW / cm? e exposicao
radiante de 0 a 377 J/cm?, com tempos de irradiacdo variando de 0 a 720 s. O
fotossensibilizador utilizado foi a Eritrosina em concentragdes de 100 uM. As
suspensdes de leveduras foram divididas em grupos: Controle sem irradiacéo e
fotossensibilizador (L-FS-), grupo irradiado sem fotossensibilizador (L+720FS-),
grupo fotossensibilizador sem irradiacdo (L-FS+), e 0s grupos que receberam
fotossensibilizador e irradiacdo chamados grupos aPDT e descritos pela sigla L+
seguido do tempo de irradiacdo em segundos e FS+. Para avaliar a absorcéo e
incorporacdo da eritrosina foi realizada a microscopia de fluorescéncia e a
espectroscopia de absorcdo Optica. A eritrosina apresentou erradicacdo dos
micro-organismos testados com total inativacdo apés 120 s de irradiacéo e foi
observado incorporacdo de fotossensibilizador dentro do fungo. A aPDT
mediada por eritrosina e luz azul foi efetiva na inativagéo de Candida albicans.

Palavras-chave: Candida albicans, terapia fotodindmica antimicrobiana,
eritrosina, LED, microscopia de fluorescéncia, quimioterapia fotodinamica
antimicrobiana (PACT)



ABSTRACT

Candida albicans (C. albicans) is a pseudofilamentous dimorphic fungus that can
survive and infect humans with difficult resolution by antifungal therapy.
Antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) generates reactive oxygen species
with the potential to kill microorganisms. The erythrosine dye has photodynamic
potential and can act on oral microorganisms; therefore, the aim of this work was
to investigate the effect of erythrosine-mediated aPDT and blue light on Candida
albicans. The cell death time and the incorporation of erythrosine into the fungal
cell were evaluated. For the execution of this work, the Candida albicans ATCC
90028 strain was selected, properly prepared for the irradiation test. Irradiation
was carried out with a LED dental light-curing device (DMC, Séao Carlos, SP,
Brazil), emitting a wavelength at A = 430 nm — 490 nm and a radiant power of
1000 mW. The samples were irradiated from the top of a 24-well microtiter plate
with an irradiance of | = 500 mW / cm2 and radiant exposure of 0 to 377 J/cm2,
with irradiation times ranging from 0 to 720 s. The photosensitizer used was
Erythrosine at concentrations of 100 yM. Yeast suspensions were divided into
groups: Control without irradiation and photosensitizer (L-FS-), irradiated group
without photosensitizer (L+720FS-), photosensitizer group without irradiation (L-
FS+), and groups that received photosensitizer and irradiation called aPDT
groups and described by the acronym L+ followed by the irradiation time in
seconds and FS+. To assess the absorption and incorporation of erythrosine,
fluorescence microscopy and optical absorption spectroscopy were performed.
Erythrosine eradicated the tested microorganisms with total inactivation after 120
s of irradiation and incorporation of photosensitizer into the fungus was observed.
APDT mediated by erythrosine and blue light was effective in inactivating

Candida albicans.

Keywords: Candida albicans, antimicrobial photodynamic therapy, erythrosin,

LED, fluorescence microscopy, photodynamic antimicrobial chemotherapy PACT



LISTAS DE FIGURAS

Figura 1 - Estrutura Molécular do corante Eritrosina B. Fonte: Jesus, G. J. de et
al. Biodegradation of Erythrosin B Dye by Paramorphic Neurospora crassa 74A
Braz. Arch. Biol. Technol. v.53 n.2: pp. 473-480, Mar/Apr 2010............cc......... 18
Figura 2 - Espectros de absor¢cdo UV-Vis do corante Eritrosina B, no intervalo
350-800nm. Fonte: Jesus, G. J. de et al. Biodegradation of Erythrosin B Dye by
Paramorphic Neurospora crassa 74A Braz. Arch. Biol. Technol. v.53 n.2: pp.
A73-480, MAITAPE 2010 ...ttt e e e e e e e e e e e e e e 19
Figura 3 - As amostras foram irradiadas em uma placa de titulacado de 24 pocos
com equipamento LED (Light emitted diode) (DMC, Sao Carlos, SP, Brasil) .. 23
Figura 4 — Resultados da Média obtida por grupo. Os dados sdo as médias e
desvio padrdo de log!® (UFC/mL). Os 3 primeiros grupos sdo considerados
coNtroles do eXPEIMENTO. ......coeeeeeeeeeee e 27
Figura 5- Microscopia de Fluorescéncia de células de C. albicans coradas com
100 uM de eritrosina.5A- Controle: Células de C. albicans ndo coradas com

eritrosina. 5B- células de C. albicans coradas com 100 uM de eritrosina ......... 27

Figura 6 — Espectro de absorcao da eritrosina na concentracdo de 100 yM em

agua destilada e deionizada. ..............euuuiiiiiiiiiiie e 28

Figura 7 — Leitura de absorbancia em 528 nm das amostras de eritrosina a 100
MM e do sobrenadante da C. albicans corada com eritrosina e posteriormente
lavada e digerida em NaOH € SDS 19%0. ......cuuvvuiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee s 29



LISTAS DE TABELAS

Tabela 1 - Dosimetria da fonte de luz LED utilizada nos experimentos ...........
Tabela 2 - Resultados médios obtidos por grupo. Resultados em Log*®
(1 4 SRR



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

Cl — Candidiase Invasiva
PAI — Pneumonia Associada a Intubacao
PDT — Terapia Fotodinamica (do inglés Photodynamic Therapy)

aPDT - Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (do inglés Antimicrobial
Photodynamic Therapy)

PACT — Quimioterapia fotodinamica antimicrobiana (do inglés Photodynamic

Antimicrobial Chemotherapy)

MB — Azul de Metileno (do inglés Methylene Blue)
TBO — Azul de Orto Toluidina (do inglés Toluidine Blue Ortho)
FS — Fotossensibilizador

MG — Verde Malaquita (do inglés malachite green)
RB — Rosa Bengala (do inglés rose bengal)

EOS - Eosina

ERI — Eritrosina

RPM — Rotacéo por minuto

pH — Potencial Hidrogenibnico

UFC — Unidades Formadoras de Colbnia

LED — Diodo emissor de luz (do inglés Light Emitted Diode)



LISTA DE SINAIS E SIMBOLOS

°C — Graus Centigrados
% - Porcentagem
< - Menor

B — Beta



Sumario

SUMIETIO ..ttt ettt e ettt e e e e e e e s bbb e e e e e e e e e e anes 12
1. CONTEXTUALIZACAO ..ot 13
1.1 Candida albicans ... 13
1.2 Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (aPDT)......cccceeevvveveeiinnnnnn. 15
1.3, ENrOSING .o 17
2. OBJIETIVOS. ..o 21
2.1 GBIAIS ..eeiieeiiiittt ettt e e 21
2.2 ESPECITICOS ..ot 21
3. METODOLOGIA ... 22
3.1 Preparacao do INOCUIO ..........euuiiieieeiiiieiee e 22
3.2 IrradiaG@o € Par@metroS ..........cceeeeeeeiiiieiiiiiie e eee e eeeaans 22
3.3 Preparacéo do Fotossensibilizador ...........cccooooeiviviiiiiiiiiiieeeceeeens 23
3.4. Ensaio de Sobrevivéncia Microbiana.............ccccccceiiiiiiiiiiiinnnnn. 24
3.5 Microscopia de flJuOreSCENCIA ..........uuuuuvuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees 24

3.6 Espectroscopia de absor¢cdo Optica e incorporacdo de

fOtOSSENSIDINZATO ... . .uiiiiiiiiiiiiii i 25
3.7 ANAlISE EStatiStICA ....evvveiieeiiiiiiiiiiieeiee e 25

4. RESULTADOS ... 26
Microscopia de fluOreSCENCIa ...........ocevvvviiiiii i, 27
Incorporacao de fotossensibilizador ...........cccoooeviiiiiiiiii e, 29

5. DISCUSSAO. ...ttt 31

6. CONCLUSAOD ..ottt 34

REFERENCIAS .. .o ettt et 35



1. CONTEXTUALIZACAO

1.1 Candida albicans

A Candida albicans (C. albicans) é um fungo dimorfico pseudofilamentar,
que pode sobreviver em humanos como patdogeno comensal e oportunista,
podendo apresentar-se como leveduras esféricas ou na forma alongada,
denominada "hifa". Ambas sdo capazes de causar a candidiase bucal, embora
sejam encontradas juntas e cada forma possa estar associada com saude ou
doenca. Nos estagios iniciais da infec¢ao, a formacéo de hifas pode promover a
aderéncia e a penetracéo do fungo nos tecidos do hospedeiro. E frequentemente
responsavel pela génese da candidiase invasiva (Cl), que pode se manifestar de
varias formas tais como candidemia, candidiase disseminada, endocardite,

meningite e candidiase orall.

A deteccdo de fungos entre outros organismos comensais de biofilmes
bacterianos significou um avanco no conhecimento da biologia oral®>. De fato,
patdgenos fungicos podem causar sérios problemas de saude para humanos, no
entanto, esse assunto foi anteriormente desconsiderado®. Estima-se que as
infecgbes por fungos sejam responséveis por mais de um milhdo de mortes
humanas por ano, atribuidas a fungos pertencentes aos géneros Cryptococcus,

Aspergillus ou Candida®.

Recentemente, a incidéncia da candidiase invasiva aumentou
progressivamente e essa tendéncia esta associada a um aumento da resisténcia
de C. albicans aos medicamentos antifingicos mais comuns, como anfotericina

B, nistatina, clotrimazol e fluconazol>8.

Uma possivel razdo é que C. albicans forma comunidades microbianas
ligadas a superficie conhecidas como biofilmes que Ihes confere uma maior
resisténcia a acdo dos antiflingicos convencionais’®. De fato, as células
maduras, hifas e pseudo-hifas de C. albicans formam uma estrutura
tridimensional, chamada de substancia polimérica extracelular contendo 3-1,3-
glucano, que desempenha um papel protetor contra o sistema imunoldgico e

medicamentos antifiingicos?°.



As espécies de Candida séo classificadas e definidas como patégenos
oportunistas, estdo bem adaptados ao corpo humano e séo capazes de coloniza-
lo sem produzir sinais de doencas. Habitam a cavidade bucal humana como

comensais entre 40% e 60% da populacédo dependendo do grupo estudado??.

Candidemia, ou infeccdo da corrente sanguinea causada por espécies de
Candida, é uma subclassificacdo da candidiase invasiva (Cl) com incidéncia
aumentada nas Ultimas décadas, considerada uma doenca persistente,
problema de saude publica com grande impacto nos custos associados aos
cuidados de saude e alto valor bruto (35% a 75%) e mortalidade atribuivel,

apesar dos avancos alcancados no diagndstico e tratamento?.

As espécies de Candida sdo geralmente referidas como a quarta causa
principal de Pneumonia Associada a Intubacdo (PAI) nosocomial, responsavel
por 8 a 10% de todas as PAls adquiridas em hospitais!. Recentemente, um
estudo abrangendo vérios estados dos EUA relatou Candida sp. como o0s
patdgenos mais prevalentes obtidos de PAIs nosocomiais, superando até

mesmo algumas espécies bacterianas comuns ”.

Pelo menos 15 diferentes Candida spp. foram relatados como causadores
de infec¢Bes invasivas em humanos. No entanto, mais de 90% deles sdo
causados por cinco espécies principais, a saber: Candida albicans, Candida

glabrata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis e Candida krusei 2 3 89,

As infeccBes causadas pelo género Candida sp. na cavidade bucal, séo
definidas como Candidiase bucal. Sdo reconhecidas quatro variacdes
clinicamente distintas: candidiase aguda eritematosa, pseudomembranosa,

eritematosa cronica e candidiase hiperplasica cronica®?.

A patogenicidade de C. albicans também estd associada a sua viruléncia,
ou seja, a diversos fatores inerentes ao proprio fungo que agem
concomitantemente a fim de superar os mecanismos de defesa do hospedeiro.
Fatores como a capacidade de aderéncia as células epiteliais, ao dimorfismo, a
sua variada capacidade de crescimento (blastoporos, pseudo-hifas e hifas), a
producdo de enzimas hidroliticas (proteases, fosfolipases e lisofosfolipases),

producdo de endotoxinas e a configuracdo de sua parede celular.



A capacidade da C. albicans de mudar de levedura para estagios hifais e
de formacdao de biofilme com estrutura complexa, os tornam resistentes a maioria
dos agentes antifungicos atualmente disponiveis, incluindo anfotericina B e
fluconazol e parecem ter mltiplos mecanismos resistentes. E um dos dez micro-
organismos frequentes isolados de pacientes com infec¢cdes da corrente
sanguinea e o quarto lugar em causar infeccbes nosocomias com taxa de
mortalidade de 40%. Assim, o desenvolvimento de medicamentos antifingicos
mais eficazes é essencial e cruciais neste momento'. Os antibidticos
emergentes s&0 mais potentes, mas exaltam o risco de toxicidade sistémica.
Assim, a necessidade urgente de uma estratégia alternativa é essencial para a

sobrevivéncial4.

1.2 Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (aPDT)

A terapia fotodindmica, do inglés photodynamic therapy (PDT) é um
tratamento estabelecido para inativacdo de células tumorais localizadas,
envolvendo a aplicagéo e retencdo de um agente fotossensibilizador aplicado em
tecidos neoplasicos. Apos a irradiagcdo com luz de comprimento de onda
apropriado, o fotossensibilizador passa por uma transicdo de um "estado
fundamental" de baixa energia para um "estado tripleto” de alta energia. Este
fotossensibilizador de estado tripleto pode reagir com biomoléculas para produzir
radicais livres e ions radicais, ou com oxigénio molecular para produzir oxigénio
singleto. Estes efeitos citotoxicos podem causar oxidacdo de constituintes
celulares, como citoplasma, membranas e DNA, resultando em morte celular.?
Esta mesma abordagem fotodinamica também pode ser usada para matar micro-

organismos’82,

A terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT), também conhecida como
PACT (do inglés photodynamic antimicrobial chemotherapy), foi proposta como

uma abordagem alternativa promissora para o tratamento de biofilmes orais*35.

aPDT € uma combinagédo de um fotossensibilizador, luz em comprimento
de onda especifico e oxigénio € uma modalidade minimamente invasiva para
tratar uma ampla variedade de disturbios. Na odontologia, as propriedades
antibacterianas e antifingicas de alguns agentes corantes tém sido utilizadas

para obter resultados melhores no tratamento do canal radicular, na terapia



periodontal e na erradicacdo da candidiase na prétese'®18, No entanto, os
fotossensibilizadores mais utilizados como o azul de metileno (MB) e o azul de
orto toluidina (TBO) mostraram eficacia limitada contra C. albicans em infec¢des

da mucosa oral, especialmente em formas de biofilme!®-22,

Este resultado pode estar relacionado a captacdo do fotossensibilizador
(FS) afetado pelos sistemas de efluxo da membrana plasmatica das células
fingicas, interrompendo a inativacédo celular por aPDT?3.

Uma das classes de fotossensibilizadores mais utilizadas na odontologia
é a das fenotiazinas, sdo corantes azuis, e dentre eles estdo o azul de metileno
e 0 azul de toluidina. Estas sdo moléculas triciclicas planas que apresentam um
atomo de nitrogénio quaternario com eficiente fototoxicidade contra diversos

micro-organismos 710,

Outros estudos sugerem que o dano celular que ocorre ap0s o tratamento
com aPDT pode ser resultado da interferéncia com a membrana citoplasmatica,
gue aumenta a permeabilidade, causando danos ao sistema intracelular que tem

como alvo e reduz a formagéo de tubos germinativos24-26.

A eficacia da aPDT € dependente sobre varios fatores, como o
comprimento de onda e sua interagcdo com o fotossensibilizador, a poténcia de
saida, a duracdo do tempo de irradiacdo, o didametro do feixe, o modo de
operacao da luz fonte (continua ou pulsada) e a convergéncia do feixe (focado

ou desfocado)*.

E importante ressaltar que a toxicidade celular somente ocorre quando o
espectro de absorcdo do FS e a radiagdo emitida sdo compativeis. O
comprimento de onda e intensidade da luz, o tempo de exposicdo e a capacidade

de absorcao do FS determinam os resultados.

Fontes de luz vermelha (630-700 nm) tém sido amplamente utilizadas em
aPDT devido aos seus comprimentos de onda relativamente longos, que podem
efetivamente penetrar nos tecidos bioldgicos!®. Os relatérios da literatura
cientifica mostram que a interagdo entre essas fontes de luz e os
fotossensibilizadores que absorvem neste comprimento de onda, como o azul de

metileno (MB), azul de toluidina (TBO) e verde malaquita (MG), pode resultar em



morte microbiana significativa 1518, Além disso, pesquisas também mostraram
que a luz azul (380-520 nm) € uma opc¢ao atraente para aPDT, porque as fontes
de luz azul podem ser usadas em combinacao com outros fotossensibilizadores,
como a rosa bengala (RB), eosina (EOS) e eritrosina (ERI), para fotoinativar

micro-organismos orais 2921,

O uso de equipamentos convencionais para fotopolimerizacao de resinas
em consultério odontolégico foi demostrado, primeiramente por Young-Ho Lee?’.
Os autores avaliar os efeitos do aPDT de uma combinac&o de eritrosina e uma
unidade fotopolimerizadora halogéna padrdo, de uso odontologico, na

viabilidade de S. mutans na fase de biofilme.

Os autores demonstraram uma diminuicao significativa no biofilme in vitro
S. mutans em resposta a esta simples técnica de aPDT e concluiram que o
fotossensibilizador e fonte de luz usados, eritrosina e uma unidade de
fotopolimerizacdo de Iluz halogéna, comumente usados em clinicas
odontoldgicas, permite obter o efeito aPDT na maioria das clinicas sem custos

adicionais.

Lasers e diodos emissores de luz (LEDs) de diferentes comprimentos de
onda foram testados, incluindo ensaios clinicos, especialmente na
odontologia®®2°. Nesta area especifica, o uso de corantes vermelhos associados
com LEDs azuis torna a terapia mais acessivel, pois a maioria dos dentistas ja

tem essa fonte de luz em seus consultorios=0.

Costa et al. (2011)3! observaram que a eritrosina era mais eficaz do que
rosa de bengala contra cepas de C. albicans em culturas planctonicas; no
entanto, ndo logrou explicar as interacbes desses fotossensibilizadores com
células de levedura por tratar-se do primeiro trabalho utilizando estes
fotossensibilizadores e por ndo encontrar na literatura, o que poderia esclarecer

estes resultados.

1.3. Eritrosina
A eritrosina é um corante vermelho que foi aprovado pela FDA para uso
em alimentos/produtos alimenticios e ja foi aprovado para uso em odontologia.
A eritrosina tem sido usada nas ultimas décadas como um evidenciador

de placa na forma de solugdo ou comprimidos mastigaveis.



Ela pertence a uma classe de compostos ciclicos chamados xantenos,
que absorvem luz do espectro visivel, e sua capacidade de iniciar reacdes
fotoquimicas é bem documentada:®? A eficacia da eritrosina na sensibilizacdo de
micro-organismos ndo bucais associada a aPDT estd igualmente bem
estabelecida.3334

Apesar deste uso seguro, como evidenciador do biofilme dental, poucos
trabalhos enfocam seu uso como fotossensibilizador na boca34.

Foram realizados testes, nos quais este fotossensibilizador foi utilizado
contra células cancerigenas®, bem como para micro-organismos como
Streptococcus mutans??, Lactobacillus casei e Candida albicans®®. Em dois
destes estudos, os LEDs de uso odontolégico foram utilizados como fontes de
luz ?2. O uso deste corante combinado com LEDs também foi testado in vitro3"38
e em estudos com camundongos3®4° contra Candida albicans.

A eritrosina é um corante de xanteno que tem como caracteristica a
absorcdo maxima de luz em comprimentos de onda 500-550 nm; esta absorcéo
estd associada a consequentes reacdes fotoquimicas.?#25 O corante eritrosina
(Figura 1) € um evidenciador de biofiime que normalmente é utlizado em
concentracfes de 9 a 25 mM. A eritrosina em particular é ideal para uso em
aPDT em comparagdo com outros corantes pois tem aprovagdo para uso na

cavidade oral e ndo apresenta toxicidade direta para o paciente.?3%

X

Figura 1 - Estrutura Molécular do corante Eritrosina B. Fonte: Jesus, G. J. de et al.
Biodegradation of Erythrosin B Dye by Paramorphic Neurospora crassa 74A Braz. Arch. Biol.
Technol. v.53 n.2: pp. 473-480, Mar/Apr 2010

Os corantes xantenos ja foram usados em aPDT com fotopolimerizadores

na concentragao de 22 uM e irradiado com lampada de filamento de tungsténio



com emissdo maxima entre 500 e 550 nm (Figura 2) e outras fontes de luz néo
coerentes para a reducdo de bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e
leveduras; no entanto, o uso desses corantes para aPDT usando uma fonte de

luz LED ainda é pouco avaliada.?426:34
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Figura 2 - Espectros de absorcdo UV-Vis do corante Eritrosina B, no intervalo 350-800nm.
Fonte: Jesus, G. J. de et al. Biodegradation of Erythrosin B Dye by Paramorphic Neurospora
crassa 74A Braz. Arch. Biol. Technol. v.53 n.2: pp. 473-480, Mar/Apr 2010

Gong et al*! em um trabalho publicado em 2019, demonstrou que a
aPDT mediada por eritrosina mostrou um efeito significativo de morte microbiana
em um biofilme cariogénico multiespécies composto por S. mutans, L. casei e C.
albicans. Este resultado foi consistente com estudos anteriores que avaliaram o
efeito da aPDT mediada por eritrosina em biofilmes de S. mutans ou C. albicans
sozinho.87

Em um estudo realizado por Costa et al.3! (2011), os autores relataram
uma inibicdo significativa em biofiimes de S. mutans e C. albicans durante o
tratamento aPDT com eritrosina 40 uM.

Choi et al.*? em seu estudo, demonstraram que a concentracéo entre 20-
40 uM de eritrosina na aPDT em biofilme de S. mutans apresentou melhores
resultados. Faixa de concentracdo similar deste corante € frequentemente
utilizada em aplicagfes clinicas odontologicas como agentes reveladores de

biofilme dentario.



Desta forma, mais estudos sdo necessarios para investigar o efeito da

terapia fotodinamica antimicrobiana em Candida albicans mediada por eritrosina.



2. OBJETIVOS

2.1 Gerais

O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito antimicrobiano do
fotossensibilizador eritrosina em Candida albicans.

2.2 Especificos

e Investigar a capacidade de inativagdo microbiana em funcao do tempo de
irradiacdo com LED azul em Candida albicans;

e Avaliar a incorporagéo da eritrosina em Candida albicans;

¢ Investigar a localizacao intracelular de eritrosina em Candida albicans.



METODOLOGIA

Para a execucao do presente trabalho foi selecionada a cepa Candida
albicans ATCC 90028. O fungo permanece armazenado nos estoques
microbiolégicos sob refrigeracdo de -80°C, no laboratério de Pesquisa do
Programa de Pds-Graduacdo em Biofotbnica Aplicada as Ciéncias da Saude,
UNINOVE, Séo Paulo, Brasil. As leveduras foram descongeladas e cultivadas
em agar Sabouraud Dextrose, incubadas a 37°C por 24h em atmosfera com

oxigénio.

3.1 Preparacao do In6culo

Subsequente ao descongelamento e crescimento em agar Sabouraud,
duas colonias foram isoladas e colocadas para crescimento em caldo Sabouraud
por 24h em atmosfera aerdbica a 37 °C em tubos Falcon de 15 mL. Apés esse
periodo, o tubo Falcon foi centrifugado a 2800 rota¢des por minuto (RPM) e as
células foram lavadas duas vezes em solucdo salina tamponada por fosfato
(PBS) com pH ajustado em 7,2. O indculo foi preparado com a suspensédo em 7
mL de PBS do pellet de C. albicans formado no Falcon, com transmitancia
correspondente a escada 1 de McFarland, que corresponde a aproximadamente

uma concentragdo de 10° unidades formadoras de coldnia (UFC) por mL.

3.2 Irradiagéo e Paradmetros

A irradiacgéo foi realizada com um equipamento LED (Light emitted diode)
(DMC, Séo Carlos, SP, Brasil) emitindo comprimento de onda a A = 430 nm —

490 nm e uma poténcia radiante de 1000 mW (Figura 1).

As amostras foram irradiadas do topo de uma placa de microtitulacao de
24 pocos com irradiancia de | = 500 mW / cm? e exposicéo radiante de 0 a 377

J/icm?, com tempos de irradiacéo variando de 0 a 720 s (tabela 1).



Tabela 1 - Dosimetria da fonte de luz LED utilizada nos experimentos

Parametros LED
Comprimento de onda (nm) 470130
Modo de operacéo Continuo
Poténcia radiante (mW) 1000
Area do feixe (cm?) 2
Irradiancia (mW/cm?) 500
Tempo de exposicéo (S) 0-720
Tempo de pré-irradiacéo (s) 60
Exposicéo radiante (J/cm?) 0-377
Energia radiante (J) 0-720

As amostras foram irradiadas de cima para baixo em uma placa de
titulacdo de 24 pocos e aliquotas foram colhidas nos tempos de leitura (Figura
3). Cada pogo foi irradiado individualmente em placa de 24 pogos. A area de

cultura do poco é de 1,91 cm? e os parametros de irradiacdo sdo apresentados

na tabela 1.

Figura 3 - As amostras foram irradiadas em umaplaca de titulacéo de 24 pocos com
equipamento LED (Light emitted diode) (DMC, Sao Carlos, SP, Brasil)

3.3 Preparacao do Fotossensibilizador

Corante Eritrosina (obtido de Sigma Aldrich Chemical Co., Milwaukee, WI,

EUA) foi usado para a sensibilizacéo de culturas plancténicas em concentracdes



de 100 pM. A concentracdo de fotossensibilizador para cultura plancténica foi

determinada previamente em um estudo piloto.

A solucdo méae de corante foi preparada por pesagem de diluicdo do pé
de corante eritrosina em agua deionizada, que posteriormente filtrados em uma
membrana estéril 0,22 um, (Milipore, SP, Brasil) e armazenado em eppendorfs
protegidos de luz. A solucdo mée foi preparada em concentracdo 100 vezes
superior aquela utilizada para os testes microbiolégicos.

3.4. Ensaio de Sobrevivéncia Microbiana

Para o ensaio microbiologico, onde foi verificado a fotoinativacdo do
fungo, as suspensfes de leveduras foram divididas nos seguintes grupos:
Controle sem irradiacdo ou fotossensibilizador (L-FS-), grupo irradiado sem
fotossensibilizador (L+720FS-), grupo fotossensibilizador sem irradiacdo (L-
FS+), e 0s grupos que receberam fotossensibilizador e irradiagcdo chamados
grupos aPDT séo descritos pela sigla L+ seguido do tempo de irradiagcdo em
segundos e FS+. Por exemplo: o grupo aPDT que recebeu irradiagdo por 2 min
sera chamado (L+120 FS+). O experimento foi realizado em triplicata e com pelo

menos 3 repeticoes.

Cada grupo experimental foi quantificado em nimero de UFC/mL viaveis
apos os testes por diluicdo seriada em estrias com diluicées de 10! até 10°

vezes a concentracdo microbiana original.

3.5 Microscopia de fluorescéncia

Amostras de C. albicans foram crescidas em caldo Sabouraud por 48 h e
depois lavadas 3 vezes em PBS 7.2 para remocdo do excesso de meio de
cultura. Posteriormente, elas foram divididas em 2 grupos: 1) grupo controle sem
fotossensibilizador; e 2) grupo eritrosina, que ficou em contato com 100 yM de
eritrosina durante 1 min. As células foram novamente centrifugadas e o
sobrenadante removido com pipeta e, entdo, as células foram novamente
lavadas 3 vezes para remocdo do excesso de fotossensibilizador. Os fungos

foram ressuspensos em glicerol 40% para dificultar o bombeamento e saida de



fotossensibilizador da célula, entdo amostras de 50 pyL foram colocadas em
placas de 96 pocos, de fundo chato e levados para observacdo no microscopio
de fluorescéncia (ZOE fluorescente cell imager). A imagem de fluorescéncia foi
obtida com excitacdo em verde e leitura na faixa do vermelho do espectro
eletromagnético. Para andlise, 6 campos foram observados e fotografados.

3.6 Espectroscopia de absorcdo Optica e incorporacdo de

fotossensibilizador

Para mensuragdo da eritrosina no interior de C. albicans, as células
fungicas foram crescidas em caldo Sabouraud por 48 h, depois foram lavadas 3
vezes em PBS como escrito na sessao anterior. As células foram coradas com
eritrosina por 1 min e depois lavadas novamente. O pellet de células foi
ressuspenso em 1 mL de 0,1M NaOH e 1% Dudecil sulfato de sodio (SDS) por
48 horas. Apds esse periodo, o tubo foi centrifugado e o sobrenadante retirado
para analise. Aliguotas de 100 pL foram colocadas em uma placa de 96 pocos
de fundo chato e sua absorcao 6tica foi medida no espectrofotbmetro (Spectra
MAX M4, Biotek, Winooski, USA). Também foi avaliada a solucdo de eritrosina
a 100 uM sem contato prévio com células fungicas. Nesta oportunidade, realizou-
se a leitura do espectro de absorcéo da eritrosina na faixa de 350 a 700 nm, com
intervalo de leitura de 1 nm. Esse espectro foi um teste para observar possiveis
alteracdes da absorcdo da eritrosina depois de ter estado em contato com a
Candida.

3.7 Anélise Estatistica

A andlise microbiologica foi realizada por contagem de unidades
formadoras de col6nias e convertida em Log'® (UFC/mL). Os dados foram
submetidos a analise de normalidade Shapiro Wilk e quando considerados
normais de acordo com a distribuicdo de dados foi adotada a apresentacédo de
meédia e desvio padrdo e todos os resultados foram submetidos a analise
estatistica utilizando-se teste de variancia one-way (ANOVA). A comparacéao das
médias foi realizada pelo teste de Tukey e significAncia de 5%, sendo

considerados estatisticamente diferentes quando p<0,05.



4. RESULTADOS

Uma andlise direta da eficicia do fotossensibilizador testado foi obtida
comparando os dados de cada grupo contra o controle ndo tratado, e

expressando morte celular como porcentagem de sobrevivéncia celular.
Os ensaios efetuados mostraram os seguintes resultados (Tabela 2):

Tabela 2 - Resultados médios obtidos por grupo. Resultados em Log!° (UFC/mL).

Grupos Média SD

L-FS- 6,22 0,31
L+ 720FS- 6,09 0,34
L- 0 FS+ 6,28 0,27
L+ 10 FS+ 6,06 0,07
L+ 20 FS+ 6,10 0,12
L+ 30 FS+ 5,57 0,64
L+ 60 FS+ 5,04 0,30
L+ 90 FS+ 4,90 0,57
L+ 120 FS+ 0,00 0,00
L+ 180 FS+ 0,00 0,00
L+ 360 FS+ 0,00 0,00
L+ 540 FS+ 0,00 0,00
L+ 720 FS+ 0,00 0,00

O grupo L+720FS- (irradiado por 720s sem fotossensibilizador) mostrou
um valor médio de 6.09 log'® UFC/ml. O grupo L-0 FS+ (grupo fotossensibilizador

sem irradiac&o) mostrou um valor médio de 6.28 log'® UFC/mL (Figura 4).

Os grupos tratados com irradiacdo de luz LED associadas ao
fotossensibilizador em tempos que variaram de 10,20 segundos ndo mostraram

valores de diminuicéo significativos.

No grupo tratado com irradiagdo LED e fotossensibilizador por 30s uma
reducdo microbiana pode ser observada. Esta reducdo se acentuou nos grupos

irradiados por 60s e 90s com um 1 log*® UFCs/ml de reducéo.

Apoés 120s de irradiacdo com a adi¢cdo de fotossensibilizador nenhuma

célula se mostrou viavel.



O grafico abaixo expressa 0s resultados obtidos.
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Figura 4 — Resultados da Média obtida por grupo. Os dados sédo as médias e desvio padréao de
log!® (UFC/mL). Os 3 primeiros grupos sdo considerados controles do experimento.

Microscopia de fluorescéncia

As células de C. albicans coradas com 100 uM de eritrosina foram
avaliadas em microscopia de fluorescéncia. O sinal de fluorescéncia foi coletado
pelo canal vermelho do microscépio e os controles de fungos sem eritrosina ndo
apresentaram imagem guando observados, apenas um campo preto denotando
que as células ndo coradas, mesmo quando se encontravam presentes, nao

apresentaram sinal de fluorescéncia, como mostra a Figura 5 A.

Na imagem da Figura 5B, apresenta células de C. albicans
predominantemente em formato de blastoconideos e algumas pseudohifas. Foi
possivel observar que o a imagem de fluorescéncia veio predominantemente do
citoplasma fangico e ndo parece ter distincdo de regides citoplasmaticas
diferentes. Porém, o nucleo ndo apareceu corado, mostrando que esse

fotossensibilizador ndo ultrapassou a carioteca.



Figura 5- Microscopia de Fluorescéncia de células de C. albicans coradas com 100 uM de
eritrosina.5A- Controle: Células de C. albicans nédo coradas com eritrosina. 5B- células de C.
albicans coradas com 100 uM de eritrosina




Incorporacao de fotossensibilizador

O espectro de absorcao da eritrosina foi medido e podemos observar uma

absorcdo que se inicia na faixa de 450 nm e segue até aproximadamente 550

nm.
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Figura 6 — Espectro de absorg¢ao da eritrosina na concentragcao de 100 yM em agua destilada e
deionizada.

Eritrosina foi incorporada ao micro-organismos € podemos notar uma
recuperacdo de sinal de absorcdo do FS advinda das células coradas e
posteriormente digeridas. A coluna da direita na figura 7 mostra que o sinal de
absorcdao foi recuperado das células coradas por 1 min com eritrosina e depois
lavadas, centrifugadas e digeridas. Observe que o sinal de absor¢éo das células
digeridas encontra-se maior do que o sinal original da concentracéo de 100 uM,
0 que indica que as células fungicas absorveram eritrosina contra o gradiente de

concentracao.



Candida albicans em eritrosina
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Figura 7 — Leitura de absorbéncia em 528 nm das amostras de eritrosina a 100 yM e do
sobrenadante da C. albicans corada com eritrosina e posteriormente lavada e digerida em
NaOH e SDS 1%.



5. DISCUSSAO

Este estudo avaliou a eficacia do fotossensibilizador Eritrosina na técnica
de aPDT em tempos de irradiacao variando entre 10 e 720s.

O uso da Eritrosina como fotossensibilizador se mostrou promissora o que

foi demonstrado pelo trabalho de Costa et al®! (2011).

A utilizacdo de um fotopolimerizador odontolégico de luz LED foi proposta
visando tornar exequivel a técnica de aPDT em consultorios odontolégicos sem

a necessidade de adquirir equipamentos especificos e de maior custo.

Young-Ho Lee?’ demonstraram pela primeira vez o uso de equipamentos
convencionais para fotopolimerizacdo de resinas em consultério odontolégico.
Os autores avaliaram os efeitos da aPDT de uma combinacgédo de eritrosina e
uma unidade fotopolimerizadora halogéna padrdo, de uso odontolégico, na
viabilidade de S. mutans na fase de biofilme. Os resultados demonstraram uma
diminuicao significativa no biofilme in vitro S. mutans em resposta a esta simples
técnica de aPDT e concluiram que o fotossensibilizador e a fonte de luz usados,
eritrosina e uma unidade de fotopolimerizacdo de luz halogéna, comumente
usados em clinicas odontolégicas, permite obter o efeito aPDT na maioria das

clinicas, sem custos adicionais.

Outros diodos emissores de luz (LEDs) de diferentes comprimentos de

onda foram testados, especialmente na odontologia?®29,

A associacao de LEDs azuis e o corante eritrosina, largamente utilizado
em odontologia, torna a terapia mais acessivel, pois a maioria dos dentistas ja

tem essa fonte de luz em seus consultorios=0.

Aprovada pela FDA para uso em alimentos/produtos alimenticios a
eritrosina € um corante vermelho que foi e ja foi aprovado para uso em
odontologia e tem sido usado nas ultimas décadas como um evidenciador de

placa na forma de solugdo ou comprimidos mastigaveis.

Apesar deste uso seguro, como evidenciador do biofilme dental, ainda sédo
poucos os trabalhos que enfocam seu uso como fotossensibilizador na boca em

comparacdo com outros fotossensibilizadores comumente usados.33



O uso efetivo deste fotossensibilizador foi demonstrado na morte de
células cancerigenas®, bem como para microrganismos como Streptococcus

mutans??, Lactobacillus casei e Candida albicans=36.

Em dois destes estudos, os LEDs de uso odontoldgico foram utilizados
como fontes de luz?2. O uso deste corante combinado com LEDs também foi

testado in vitro37-38

A eritrosina se mostra ideal para uso em aPDT em comparacdo com
outros corantes pois tem aprovacao para uso na cavidade oral e ndo apresenta

toxicidade direta para o paciente.?*34

Analisados os resultados obtidos no experimento podemos observar que
a aplicacdo de aPDT associado a eritrosina foi efetivo quando o tempo de
irradiacao foi igual ou superior a 30s. Quando irradiamos as colonias por 10 e
20s nenhuma reducao foi observada. Entretanto, quando irradiadas por 30s

ocorreu a morte microbiana crescente e proporcional aos tempos de irradiacao.

Esta acdo se acentuou progressivamente nos tempos de 60 e 90s
atingindo 1 log'® UFCs/ml de reducdo e no tempo de irradiacdo de 120s
observou-se a auséncia de células viaveis, demonstrando que neste tempo a

técnica de aPDT associada a eritrosina como fotossensibilizador é efetiva.

Os achados corroboram o trabalho de Gong et al.** (2019) que
demonstrou que a aPDT mediada por eritrosina mostrou um efeito significativo
de morte microbiana em um biofilme cariogénico multiespécies composto por S.
mutans, L. casei e C. albicans. No artigo, o autor demostrou que que o aPDT
mediado pela eritrosina mostrou um efeito significativo de morte microbiana de
83,33% e que foi maior que a reducdo média (38,34%) no biofilme contendo
apenas C. albicans, relatada anteriormente sob a mesma condicdo experimental
do apor Costa et al®(2011). Essa discrepancia, segundo o autor, pode estar
relacionada aos diferentes tipos de midia de crescimento em que os biofilmes
foram cultivados, aos diferentes componentes do biofilme e as interacdes entre

as espécies.

O estudo com fluorescéncia mostrou que a eritrosina acumulou no

citoplasma das células onde ocorre o seu metabolismo. Isto pode ter levado a



uma inativacdo mais rapida da célula quando comparado ao azul de metileno
gue se acumula no citoplasma, nucleo e mitocéndria como demonstrado por
Prates et al (2011)%.

Nossos achados também demonstraram que em um tempo de irradiacao

inferior aos 180s usado por Costa et al*! (2011) ocorre a erradicacdo microbiana.

Além disto, a concentracdo do fotossensibilizador, utilizada dentro dos

parametros de seguranca permitem atestar a validade de sua utilizacao.

Desta forma, os resultados mostraram um grande potencial de acao
antimicrobiana da aPDT mediada por eritrosina.



6. CONCLUSAO

A eficacia da aPDT envolve a otimizagdo de grande numero de
parametros e a selecdo de um FS é essencial para o sucesso da técnica. A
eritrosina foi efetiva para inativacdo de C. albicans com clara atividade
fotodinamica quando irradiada por luz azul. Os dados encorajam novas
investigacoes para avaliar a efetividade em biofilmes e seguranca para o uso em

humanos.
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