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RESUMO

Candidiase vulvovaginal é a segunda mais comum infec¢do ginecoldgica e afeta 75%
das mulheres pelo menos uma vez durante seu periodo reprodutivo. A candidiase
vulvovaginal recorrente representa um desafio a pratica ginecolégica, uma vez que
muitas pacientes experimentam recorréncias imediatamente apds finalizarem um
tratamento. A terapia fotodindmica (PDT) é considerada uma abordagem terapéutica no
tratamento de infecgBes fungicas. O objetivo deste estudo foi investigar a eficacia da
PDT em vulvovaginite causada por Candida albicans em modelo animal. Testamos dois
fotossensibilizadores: Azul de metileno e uma protoporfirina: PpNetNI, combinados com
fontes de luz adequadas. A andlise microbioldgica foi realizada imediatamente e sete
dias apoés o tratamento e a analise histologica do canal vaginal foi realizada até quatro
horas ap0s o tratamento. A contagem fungica foi reduzida em 1 logio apés a aplicacéo
da PDT para os dois fotossensibilizadores testados e se manteve apds sete dias. A
andlise histologica demonstrou uma reducao no influxo neutrofilico nos grupos tratados
e nenhum efeito colateral deste tratamento foi observado. Em conclusao, o tratamento
com os dois fotossensibilizadores produziu efeitos antimicrobianos no modelo animal e
a PDT pode ser considerada uma abordagem terapéutica para diminuir a infeccao

fungica no canal vaginal.

Palavras chave: antifingico, antimicrobiano, laser, Candida albicans, candidiase

vulvovaginal, ativagéo fotodindmica, azul de metileno, fotossensibilizador, protoporfirina.
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ABSTRACT

Vulvovaginal candidiasis is the second most common cause of vaginal infection and it
affects 75% of all women at least once during their lifetime. Recurrent vulvovaginal
candidiasis represents a challenge to gynecological practice, since some patients
frequently experience re-occurrences shortly after antifungal treatment. Antimicrobial
photodynamic therapy (PDT) is considered a therapeutically approach in treating fungal
infections. The aim of this study was to investigate the efficiency of PDT against yeast
infection in animal model. We tested two photosensitizers, methylene blue and PpNetNI
combined to light sources. Microbial analysis was performed following treatment and
seven days later, and histological examination of vaginal tissue was performed after PDT
treatment. PDT inactivated yeast cells and it reduced in 1 logio for both photosensitizers
used and these low-fungal counts were maintained follow 7 days. Histological analysis
showed an inhibition of neutrophil influx process in PDT groups and no side effects on
tissue was observed. In conclusion, two PDT managements produced antimicrobial
effects in this mice infection model and PDT can be considered as potential therapeutic

approach to decrease fungal counts in vaginal infection.

Keywords: antifungal, laser, Candida albicans, vulvovaginal candidiasis, photodynamic

inactivation, methylene blue, protoporphyrin.



Vii

DEDICATORIA

Dedico esta conquista aos meus pais
Conceigdo e Mario, minha origem. Ao
meu marido, Pedro, meu amor e
alicerce. As minhas filhas Clara e

Lucia, minhas luzes.



viii

AGRADECIMENTOS

Agradeco a Universidade Nove de Julho, UNINOVE, pela bolsa de mestrado.

Ao Programa de Mestrado e Doutorado em Biofotdnica Aplicada as Ciéncias da

Saulde, pela estrutura de exceléncia em ensino e pesquisa.

Aos professores do Programa por propiciarem um ambiente de estimulo ao estudo e

pesquisa.

Aos meus orientadores, Prof. Dr. Alessandro Melo de Ana e Prof. Dr. Renato Araujo
Prates, pelo aprendizado, exemplo de espirito investigativo e ético em pesquisa; e,
principalmente, por serem vetores de uma experiéncia transformadora. Minha sincera

e eterna gratidao.

Aos colegas do Programa de Mestrado e Doutorado em Biofotdnica Aplicada as
Ciéncias da Saude, pelo auxilio e parceria. Em especial, agradeco a amiga e mestranda
Rubia Garcia Lopes, pela lealdade, generosidade e dedicacédo; sobretudo por me

acompanhar nas interminaveis horas de experimentos.

As alunas do Programa de Iniciacdo Cientifica, pela colaboracéo nos experimentos.

Em especial a Isabella Reis, pela documentacdo de imagens.

Aos funcionarios do Laboratério de Pés-graduacdo, em especial a Angela Batista

Santos, pela ajuda e apoio constantes, acompanhados de seu sorriso franco.

Aos professores Prof. Dr. Marcelo Tavares Oliveira e Profa. Dra. Cristiane Miranda

Franca, pelas preciosas contribuicbes na Banca de Qualificacao.

A professora Profa. Dra. Cristiane Miranda Franca pelo apoio e acolhimento, em

especial pelo auxilio na analise histolégica dos dados.

As secretéarias do Programa, Ligia Barbosa do Nascimento, Camila Camarao Esteves

e Andréia Roberto Miyasaki, pela disponibilidade e paciéncia.



SUMARIO

FICHA CATALOGRAFICA ..ottt iii
TERMO DE APROVAGCAO.........cceiveieeeeceeeeeeeee Erro! Indicador néo definido.
RESUMO ..ttt e e e ettt et e e e e e e e e eraba s v
AB ST RACT Lttt e e ettt et e e e e e e e bbb e aaaeearae Vi
=] (@7 @] - N Vi
AGRADECIMENTOS ..ottt a et eeaea s viii
LISTA DE FIGURAS ..ottt et e et e e eeaans Xi
LISTA DE TABELAS ...ttt e et e et e e eeeans Xii
1 CONTEXTUALIZACAO .....cotiveeeeeeeeeee ettt sttt re e ete e s e ere e 1
1.1 CANDIDIASE VULVO-VAGINAL ......cocoeeieieee ettt avaanae s 1

I B D= To [0 ISR =Y o (o 1= T ] o] (oo [ o 0 1< SR 1

1.1.2 Infecgéo vulvovaginal por Candida albicans — Etiopatogenia e viruléncia ..... 2

1.1.3 Manifestacgdes clinicas da candidiase vulvovaginal..............ccccvvvevieeiiininnnnnn. 3

1.1.4 Tratamento CONVENCIONAL .........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitib e eeeneneeeeeeee 3

1.2 TERAPIA FOTODINAMICA COMO PROPOSTA PARA TRATAMENTO DA

CANDIDIASE VULVOVAGINAL .....c.oiitiieeeeee ettt ve s 4
1.2.1 HIiStOrICO 0@ PDT ...eeiiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt e e e e et e e e e e e e e 4
1.2.2 MecaniSmOo € aGA0 da PDT ........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 7

1.3 JUSTIFICATIV A et e et e et e et e e eeaans 8

110 =] 9

2. OBIETIVOS .. ettt et eaeaas 10

2.1 OBJIETIVOS GERAIS ... .t 10

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ....cooiiveeeeeeeeeee et 10

3. MATERIAIS E METODOS. ...ttt ettt sae e e 11

3.1 ASPECTOS ETICOS....cuiiieieiiieieieieie ettt sttt enenens 11

3.2 ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS ...couiiiiiii et 11

3.3 PROCEDIMENTO PARA INDUQAO DA VAGINITE ..o 12

3.4 PROCEDIMENTO E PARAMETROS DE IRRADIACAO ................................... 14

3.5 DILUICAO E PLAQUEAMENTO .....oouiiieeeieeeeeeeetee e 17



3.6 ANALISE HISTOLOGICA ......coiieieeeeeeeeeeee et 17
4. RESULTADOS: Artigo submetido para a revista PloS ONne ...........cccocvvvvvveeeeennn.. 19

DISCIOSUIE ...t 35
5. CONSIDERACOES FINAIS .....oooiviiteeeeeeeee ettt sae e aneeneas 38
5.1. TRABALHOS FUTUROS ...ttt eeeans 38
6. REFERENCIAS. ... .cce ettt ettt ete et te et e ete et eaeeaeateeneeeeesaeanearnenees 39
A\ ad = N 5] [ =TSSR 42
7.1 PARECER DO COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS .......cccooeveevererennne. 42

7.2 PATENTE: DISPOSITIVO E METODO PARA TRATAMENTO DE
VULVOVAGINITE E INFECCOES VAGINAIS ........ciieeeeeeeeteeeeeeeee e 50



Xi

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Cronograma dos grupos de €StUAO. .......uuiiieeeiiiieiiiiiie e e eeenns 12

Figura 2 - Inoculagdo com uma aliquota de 50 pl de PBS contaminada com Céandida

(108 UFCIMIY .o see e 13

Figura 3 - a) Introducéao do fotossensibilizador no canal vaginal das camundongas. b)
Tempo pré irradiacdo de 10 min em posicdo com decubito elevado............ 14
Figura 4 - Poténcia espectral das fontes luminosas utilizadas(colocar as referéncias das
curvas e das figuras das moléculas ............cccooooeeiiiiiiiiiiii e, 16
Figura 5 - a) irradiagdo com laser no introito vaginal e b) irradiagdo com LED trans-
=Yoo (o1 11 = | 16

Figura 6 - Aliquotas de 10 pl de lavado vaginal escorridas em placas de Petri........... 17


file:///C:/Documents%20and%20Settings/Kelly/My%20Documents/Dropbox/Uninove/Alunos/Eugenia/Santi_Dissertação_FINAL_leve_AMD1_RAP1.docx%23_Toc403478560
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Kelly/My%20Documents/Dropbox/Uninove/Alunos/Eugenia/Santi_Dissertação_FINAL_leve_AMD1_RAP1.docx%23_Toc403478560

Xii

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Revisdes sistematicas onde constam o termo ‘PDT’
Tabela 2 - Parametros radiométricos da fonte luminosa utilizada nos experimentos com
os fotossensibilizadores azul de metileno (laser) e com PpNeTNI (LED)... 15
Tabela 3 - Analise das mudancas micro-estruturais e quantificacdo do infiltrado
INFIAMALONIO. ..o 18



1 CONTEXTUALIZACAO
1.1 CANDIDIASE VULVO-VAGINAL

1.1.1 Dados epidemiolégicos

As infeccdes vulvovaginais representam a queixa mais comum ha prética
ginecoldgica, ou seja, sdo o principal motivo que leva as mulheres ao ginecologista, quer
no sistema publico quanto na medicina privada. (FEUERSCHUETTE et al., 2010).

Dentre estas, a candidiase vulvovaginal (fingica) é a segunda mais frequente
infeccdo ginecologica, precedida em ocorréncia apenas pelas vaginoses bacterianas
(SOBEL, 2007). Sua relevancia baseia-se tanto na alta incidéncia, como no desconforto
clinico que provocam. Na prética clinica, nota-se que a magnitude de sua sintomatologia
pode causar impactos negativos na qualidade de vida, desempenho no trabalho,

comportamento sexual e conduzir a estresse psicologico.

O manejo terapéutico da candidiase vulvovaginal, marcado pela alta recorréncia
dessas infecgBes, permanece um desafio aos ginecologistas. E provavel que os dados
epidemiol6gicos publicados, principalmente nos artigos brasileiros, possam estar
subestimados pela inacuracia do diagnéstico e por nao se tratar de uma infeccdo
notificada aos sistemas de saude. Os dados mais recentes disponiveis na literatura
datam do inicio da década de 90, onde estimou-se que seu diagnéstico e tratamento,
somados a perda de produtividade no trabalho, resultaram em custo aproximado de um
bilh&do de dolares por ano nos Estados Unidos e ali geraram mais de 13 milhdes de

prescri¢cdes de antifungicos na década de 1990 (KENT,1991).

A infeccao genital é tipicamente causada pela Candida spp e afeta 70 - 75% das
mulheres pelo menos uma vez durante sua vida reprodutiva, sendo que 40 - 50% dessas
mulheres experimentardo pelo menos um episédio de recorréncia. Em 5 - 8 % das
mulheres, observa-se mais de trés episodios de candidiase vulvovaginal no prazo de
um ano, condicao que determina a candidiase vulvovaginal de repeticdo (FIDEL, 2007).

Propagando-se as estatisticas de Fidel para os dados demograficos da
populacéo brasileira (IBGE 2010), atualmente cerca de 75.000.000 mulheres em nosso
pais usam drogas antifingicas para tratar corrimentos vaginais pelo menos uma vez ao
ano. Destas, cerca de 5.000.000 usam as mesmas drogas de duas a trés vezes ao ano

e estardo susceptiveis a seus custos e aos seus efeitos colaterais.



A candidiase vulvovaginal afeta mulheres em qualquer idade, especialmente na
idade reprodutiva. Nao é seletiva quanto a classe sécio-econémica ou condi¢des
nutricionais prévias. Estudos de prevaléncia indicam que Candida ssp pode ser isolada
de esfregacos vaginais em 20% de mulheres saudaveis assintomaticas (SHIOZAWA, et
al. 2007).

1.1.2 Infeccao vulvovaginal por Candida albicans — Etiopatogenia e viruléncia

Candida ssp é o patdégeno oportunista mais comum na espécie humana. Cerca
de 85 - 95% das cepas isoladas na vagina pertencem a espécie C. albicans. As demais
podem ser: C. glabatra (10 a 20% das candidiases vaginais); C. parapsilosis, C.
tropicalis e C. krusei, embora outras espécies possam gerar a mesma condi¢ao clinica.
Porém as vaginites causadas pelas espécies Candida albicans e Candida ndo albicans

sdo clinicamente indistinguiveis entre si (SHIOZAWA, 2007).

Candida albicans pode compor a microbiota normal na orofaringe, vulva, vagina,
pele e fezes. Podem instalar-se como comensais ou patdégenos, a depender de
mudangas ambientais no hospedeiro. Entretanto os mecanismos envolvidos nessa
patogenicidade ainda ndo estdo completamente esclarecidos. A microbiota vaginal
normal é rica em Lactobacillus produtores de perdxido de hidrogénio, precursores do
acido latico, que acarreta uma acidez adequada (pH 4,5) do ambiente vaginal,
dificultando a proliferacdo de patdégenos, porém Candida prolifera em ambiente &cido,
desde que um equilibrio agente/hospedeiro permita sua permanéncia. (SOBEL, 2007).

Os blastoconideos representam a forma fenotipica responsavel pela transmissao
vaginal e colonizacdo assintomatica da vagina. As formas germinativas, produtoras de
micélios (pseudohifas) sdo mais encontradas nas vaginites sintomaticas. Ambos
(blastoconideos e pseudohifas) sdo capazes de invadir epitélios de superficie (SOBEL,
2007).

A colonizacdo vaginal predispde aderéncia das hifas em seu epitélio. A
capacidade da Candida albicans em formar hifas e pseudohifas, em aderir & superficie
dos epitélios e secretar enzimas hidroliticas parece constituir fatores importantes para
explicar a viruléncia dessa levedura. As manoproteinas da superficie da levedura sado
sua ferramenta de aderéncia e a viruléncia serd garantida por suas enzimas

proteoliticas, toxinas e fosfolipases (SOBEL, 2007).



1.1.3 Manifestagdes clinicas da candidiase vulvovaginal

Ao contrario do estado da arte que se apresenta na pratica clinica, os sinais e
sintomas das candidiases vulvovaginais ndo sao patognoménicos dessa infeccdo e o

diagnostico ndo pode ser baseado apenas no exame fisico (SOBEL, 2007).

Prurido vulvovaginal e leucorréia (corrimento) parecem ser as manifestagbes
clinicas mais presentes e sugestivas desse tipo de infec¢do. A leucorréia pode variar de
caracteristicas: pode ser mais fluida e esbranquicada ou espessa e esverdeada.
Comumente, também observa-se placas brancas ou branco-esverdeadas aderidas as

paredes vaginais, com aparéncia de "nata de leite” (SOBEL, 2007).

O intenso processo inflamatorio subsequente acarreta rubor local, queimacéo e
ardéncia, que podem estender-se da mucosa a regido perineal e intercrural. A ardéncia

pode acarretar subsequentes sintomas urinarios, como disuria e polaciuria.

Os sinais e sintomas descritos podem variar de intensidade. Com frequéncia,
promovem desconfortos que levam a paciente a perda de produtividade, impactando
sua vida social, profissional e sexual. Estresse psicologico pode advir de seu dificil
manejo terapéutico, quando recidivante. Embora esse quadro clinico ndo esteja
associado a nenhum grau de mortalidade, suas recorréncias associam-se a intensa
morbidade (ILKIT, 2011).

1.1.4 Tratamento convencional

Os antifungicos derivados azélicos, em diferentes dosagens e variedade de
formulacdes estéo disponiveis na prética clinica, dentre eles o Butoconazol, Clotrimazol,
Fenticonazol e Terconazol. Tais medicamentos sdo bem tolerados e parecem controlar
satisfatoriamente episodios Unicos de candidiase vulvovaginal. Taxas de cura clinica

para esses agentes usados de forma tdpica estdo em torno de 80 - 90 % (SOBEL, 2007).

A dificuldade permanece no manejo das candidiases vulvovaginais de repetigcao.
Um tratamento bem sucedido imp&e regime inicial de supresséao clinica com antifangico
oral, como fluconazol 150 mg, seguido de um tratamento de manutencéo, que se repete
qguinzenalmente por trés meses (FEUERRSCHUETTE et al., 2010).



A principal limitacdo no sucesso do tratamento baseia-se no fato do
medicamento de escolha utilizado (Fluconazol) tratar-se de uma droga fungistatica e
nao fungicida, resultando em frequente recidiva da sintomatologia ap6s a suspenséao do
mesmo (SOBEL et al., 2004).

Outras limitacbes baseiam-se em pacientes intolerantes a esse medicamento,
bem como em contra-indicagcdes de seu uso como gravidez e lactacdo (LOPEZ-
RANGEL, VAN ALLEN, 2005).

Apesar de ser uma droga bem tolerada, pode causar efeitos adversos como:
nauseas; vomitos; diarreia e dor abdominal. Sintomas menos frequentes sdo tontura;
sonoléncia; cefaleia; perda de apetite e dor epigastrica. Sintomas mais raros: delirio;
distarbios psiquiatricos; crises convulsivas; leucopenia e trombocitopenia. E descrita sua
toxicidade hepatica, marcada clinicamente por: hepatite aguda; colestase e insuficiéncia
hepatica fulminante (DONDERS et al., 2010).

Nem sempre o médico ginecologista esta familiarizado com as importantes
interagdes medicamentosas que podem ocorrer na concomitancia do uso do fluconazol
com uma gama muito ampla de outros medicamentos. Dentre elas, cita-se
contraindicacao formal, como € o caso do fluconazol associado a terfenadina (risco de
cardiotoxicidade, causando: arritmia cardiaca severa; taquicardia ventricular e
fibrilacao), derivados do ergot tiordazina (risco de nauseas, vémitos e isquemia vaso-

espatica).

BN

Interacdes de grau moderado podem levar a neurotoxicidade (ciclosporina),
efeitos hipoglicemiantes (hipoglicemiantes orais como tolbutamida e glipizida) ou
aumentar os efeitos toxicos dos farmacos em associacdo, como € o caso da nifedipina

e da prednisona (Oliveira, 2009).

1.2 TERAPIA FOTODINAMICA COMO PROPOSTA PARA TRATAMENTO DA
CANDIDIASE VULVOVAGINAL

1.2.1 Histérico da PDT

Chama-se terapia fotodinamica (do inglés photodynamic therapy — PDT) a forma

de fototerapia baseada na utilizacdo de substadncias com propriedades



fotossensibilizadoras nos tecidos biolégicos e ativacdo dessas pela presenca da luz
(PRATES et al., 2009).

A luz vem sendo utilizada para tratamento de doencas desde a antiguidade. Ha
relatos de seu uso por gregos, chineses e indianos para tratamento de doencas de pele,
como psoriase e mesmo cancer. O médico grego Herodotus (sec I) foi o pai da
helioterapia, acreditando na importancia da exposi¢ao a luz do sol como restauracéo da
saude (ACKROID et al., 2001).

Nos séculos XVIII e XIX na Franca, a luz solar foi usada no tratamento de
reumatismo, tuberculose, edemas e outras condi¢bes. Mas, somente no inicio do século
XX, a fototerapia foi desenvolvida pelo dinamarqués Niels Finsen, que descreveu
sucesso no tratamento da variola utilizando luz vermelha, o que lhe rendeu um prémio
Nobel de Medicina, em 1903.

No que diz respeito mais especificamente a Terapia FotodinAmica, o primeiro
relato data de 1900. Prime, neurologista francés, descreveu a administracdo
endovenosa de um fotossensibilizador em humanos e seus efeitos deletérios nas areas

da pele expostas a luz solar.

Oscar Raab, um estudante de medicina, sob orientagdo de seu professor, Von
Tappeiner, em Munique, também em 1900, observou os efeitos da combinagédo da
acridina vermelha e luz na inviabilizagdo de paramécios causadores de malaria.
Demonstrou que a eficacia dessa combinacdo era superior ao do uso isolado da
acridina. Também descobriu as propriedade da fluorescéncia como indutor dessa
toxicidade. Postulou que esse efeito seria decorrente da transferéncia de energia da luz
a substancia quimica (fotossensibilizador), semelhante ao que ocorre no processo de
fotossintese (ACKROID et al., 2001).

Posteriormente, em 1907, Von Tappeiner e Jodlbauer introduziram o termo “acao

fotodinAmica” para descrever tal processo.

Em 1924, Policard observou a caracteristica fluorescéncia vermelha da
hematoporfirina no sarcoma de um rato iluminado com luz ultravioleta. Essas porfirinas
sdo atOxicas, mas tornam-se toxicas ao tecido na presenca de luz visivel e oxigénio
(MACHADO, 2000).

Em Tokio, Japédo, 1966, Lipson apresentou hum congresso internacional, o relato
de um caso de cancer de mama com tratamento empregando irradiacao de luz visivel e

derivados da hematoporfirina. Porém, esse trabalho n&o teve continuidade.



Em 1976, Weishaupt e colaboradores descreveram as espécies reativas de
oxigénio geradas por oxidagdo e reducdo, a partir da transferéncia de energia do
fotossensibilizador, como os agentes citotoxicos responsaveis pela a¢éo antimicrobiana
e tumoral da PDT (MACHADO, 2000).

Na dltima década, a terapia fotodindmica vem sendo utilizada no tratamento de
varias doencas, objetivando a morte celular de agentes infecciosos ou de células

tumorais.

Em pesquisa realizada na base de dados Cochrane, verificamos as revisdes
sistematicas disponiveis até a presente data na literatura (disponivel em
http://www.sumaries.cochrane.org, consultado em 27/04/2014), identificamos 13 meta-
andlises em diferentes situacdes clinicas que citam a PDT como recurso terapéutico.
Delas, sete sustentam evidéncias de sua superioridade terapéutica quando comparada
as outras técnicas disponiveis. As demais, embora ainda ndo sustentem essa evidéncia,
sugerem que isso possa se dar ao longo do tempo, quando essa técnica for mais
difundida e seus parametros dosimétricos melhor definidos. Esses dados foram
dispostos na tabela 1.

Tabela 1 - Revisdes sistematicas onde constam o termo ‘PDT’

Tema da Revisédo Sistematica Observacdes Ref
PDT para papilomatose _
o Lieder 2012
respiratéria recorrente
PDT para tratamento de PDT diminuiu o risco da perda da visdo Wolmard
degeneracdo macular nesses pacientes 2009
Tratamento de Es6fago de _ _ _ _
PDT eficaz para reduzir a displasia Rees 2013
Barret
Tratamento de doenca de
_ ) PDT promove poucas sequelas Bath-Hextall
Bowens (dermatite pré o
cicatriciais. 2013
cancerosa)
Intervencdes para queratose o -
. PDT promove melhor aparéncia cosmética Gupta 2012
actinica
Intervengdes para i
_ _ Gonzélez
Leishmaniose cutanea do Velho
2012

Mundo




Sem evidéncias para

comparativo de dif.

. Desafio tratar lesGes ainda néo visiveis. Edey 2013
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Fonte: http://www.sumaries.cochrane.org.

Além disso, o estudos de PDT como agente fungicida em ensaios in vitro com

C. albicans mostram que esta modalidade de terapia tem um grande potencial para o

tratamento de candidiase vaginal, foco de nossas investigacdes (TIANHONG et al.,

2012).

1.2.2 Mecanismo e acdo da PDT

Ao mencionarmos o termo PDT (photodynamic therapy), ja subentendemos a

utilizacdo de substancias com propriedades fotossensibilizadoras, na presenca do

oxigénio e da luz, com parametros de irradiacao especificos, ou seja, dentro das bandas

de absorcédo de cada fotossensibilizador.



Porém, o entendimento desses principios, escolha dos fotossensibilizadores
adequados, sua concentragdo ideal, tempo 6timo de exposicdo a esses agentes e
parametros compativeis de irradiacdo exige um aprofundamento multidisciplinar, que

vem sendo foco de muitos estudos nos ultimos 20 anos.

De forma geral, apés a irradiacao, a molécula do fotossensibilizador passa para
um estado excitado e, ao voltar para seu estado fundamental, transfere energia para as
moléculas do em torno, gerando espécies reativas de oxigénio resultando em situacdes
de oxidacdo e reducdo, a saber: radical superdxido; peréxido de hidrogénio; radical
hidroxila e oxigénio singleto. Estas espécies, por sua vez, ocasionam efeitos deletérios
em moléculas bioldgicas. Isoladamente, nem o fotossensibilizador nem a luz tem a
capacidade de produzir o efeito deletério ao sistema bioldgico (PRATES et al., 2009).

O mecanismo especifico da destruicdo fangica, objeto de nosso estudo, baseia-se
na capacidade do oxigénio singleto gerado no processo de estimulacao fotoquimica ser
capaz de perfurar a membrana do fungo, atingir seu citoplasma e nele ocasionar danos
oxidativos as organelas, como mitocéndrias e lisossomos, levando a morte celular
(PRATES et al., 2007).

1.3. JUSTIFICATIVA

Na pratica clinica, o tratamento com agentes antifingicos imputa as pacientes

portadoras de candidiase vulvovaginal de repeticdo alto custo financeiro e bioldgico.

O custo biolégico esta relacionado a hepatotoxicidade dessas drogas, a
interagdo medicamentosa e ao fato da droga de escolha nao “curar” a paciente, apenas
controlar sua manifestacdo clinica aguda. Na interpretacdo da paciente, a recidiva da
infecgdo indica que o tratamento nédo foi bem indicado, ou algo na sua conduta a fez re-

contaminar-se .

Utilizamos um modelo animal como primeiro passo para preencher essa lacuna
no tratamento da vulvovaginites de repeticdo, através do recurso da terapia
fotodindmica. Pacientes com essa doenca, especialmente aquelas cuja utilizacdo do
antifingico seja contra-indicada, certamente se beneficiardo dessa alternativa

terapéutica, que podera causar forte impacto na saude publica.



1.4 HIPOTESE

A hipbtese de nosso estudo, baseada nos principios e fundamentos fisico-
quimicos envolvidos na interacdo entre fonte de luz, fotossensibilizador e oxigénio, é
que a terapia fotodindmica possa ser eficaz no tratamento das candidiases

vulvovaginais, minimizando seus sintomas clinicos.
As hipéteses experimentais séo:

Ho: A utilizacdo da terapia fotodinAmica nao diminui o nimero de unidades

formadoras de colénias (UFC) oriundas da infecgdo fangica.

Hi: A utllizacdo da terapia fotodindmica diminui o numero de unidades

formadoras de coldnias (UFC) oriundas da infec¢éo fungica.



b)

d)

f)
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar os efeitos da PDT sobre Candida albicans e infiltrado inflamatério na
candidiase vulvovaginal experimental em modelo de camundongas, utilizando dois

fotossensibilizadores: azul de metileno e porfirina PpNetNI.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Através de nossos grupos experimentais in vivo e posterior andlise estatistica,

pretendemos:

Avaliar a associagdo entre a utilizacdo da PDT com o fotossensibilizador Azul de
Metileno e a diminuicdo do numero de unidades formadoras de colénias (UFC)
imediatamente apos sua aplicacao.

Avaliar a associacdo entre a utilizacdo da PDT com o fotossensibilizador Porfirina
PpNetNIl e a diminuicdo do numero de unidades formadoras de coldnias (UFC)
imediatamente apos sua aplicacao.

Avaliar a associacdo entre a utilizagdo da PDT com o fotossensibilizador Azul de
Metileno e a diminui¢cdo do niumero de unidades formadoras de colénias (UFC) sete dias
apos sua aplicacao.

Avaliar a associacdo entre a utilizacdo da PDT com o fotossensibilizador Porfirina
PpNetNI e a diminui¢cdo do nimero de unidades formadoras de coldnias (UFC) sete dias
apos sua aplicacao.

Avaliar os efeitos adversos da utilizagdo da PDT na mucosa vaginal das camundongas
utilizadas no experimento por andlise histologica

Comparar o infiltrado inflamatério do grupo controle aos grupos tratados, imediatamente

apos a aplicacéo da PDT, através de analise histomorfométrica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS

Essa pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UNINOVE sob nimero An0025/2013 em 16/08/20013.

3.2 ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para compor a metodologia desse estudo, foram utilizadas 44 camundongas
BALB/C, fémeas, com 6 a 8 semanas de vida, massa corporal 22,5 £ 2,5 g, mantidas no
biotério da UNINOVE. Os animais foram acondicionados em caixas plasticas
apropriadas, em condi¢cdes adequadas de higienizagéo, temperatura ambiente (25°C),
umidade relativa (40%), luminosidade controlada com ciclos de 12h (claro/escuro) com

comida e agua ad libitum.
Os animais foram distribuidos aleatoriamente em nove grupos experimentais:
(Figura 1).

e Grupo controle Padrdo — GCP — Os animais ndo foram submetidos a nenhum
procedimento e sofreram eutanasia. Tiveram a mucosa vaginal removida para
analise histomorfométrica (n=3).

e Grupo controle 1 — GC1 - Foi induzida a candidiase vaginal e os animais nédo
foram submetidos a nenhum tratamento. Foi obtido lavado vaginal para anélise
microbioldgica. Sofreram eutandsia e tiveram as mucosas vaginais dissecadas
para andlise histomorfométrica (n=8).

e Grupo PDT AM 0 - Foi induzida a candidiase vaginal e os animais foram
submetidos a terapia fotodindmica, sendo utilizado como fotossensibilizador o
azul de metileno. Foi obtido lavado vaginal para analise microbiologica
imediatamente apds a aplicacdo da PDT. Sofreram eutandsia e tiveram as

mucosas vaginais dissecadas para analise histomorfométrica (N=6).
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e Grupo PDT Porfirina PpNeTNI — Foi induzida a candidiase vaginal e os animais
foram submetidos & terapia fotodinAmica, sendo utilizada a PpNeTNI como
fotossensibilizador. Foi obtido lavado vaginal para andlise microbiol6gica
imediatamente apdés a aplicagdo da PDT. Sofreram eutanasia e tiveram as
mucosas vaginais ressecadas para analise histomorfométrica (n=>5).

e Grupo PDT AM 7 — Foi induzida a candidiase vaginal e os animais foram
submetidos a terapia fotodindmica, sendo utilizado como fotossensibilizador o
azul de metileno. Porém, o lavado vaginal para analise microbioldgica foi obtido
7 dias apos a aplicacao da PDT(n=4).

e Grupo PDT Porfirina PpNeTNI 7 - Foi induzida a candidiase vaginal e os
animais foram submetidos a terapia fotodindmica, sendo utilizada a PpNeTNI
como fotossensibilizador. Porém, o lavado vaginal para analise microbiolégica

foi obtido 7 dias ap0ds a aplicacdo da PDT(n=6).

3.3 PROCEDIMENTO PARA INDUCAO DA VAGINITE

Para esse estudo, adotamos modelo experimental de candidiase vulvovaginal
em camundongas previamente demonstrado na literatura (FIDEL et al., 1993). A figura

1 mostra o cronograma dos grupos experimentais

Azul de metileno

Pseudo-estro €, albicans Tratamento PpNetNI

Controle

Coleta Microbiana Coleta Microbiana

Dias ) Y Eatanasia

Figura 1 - Cronograma dos grupos de estudo.

Para induzir estado de pseudo-estro e permitir estabelecimento de uma infeccéao
vaginal persistente os animais foram tratados com valerato de estradiol 2 mg/ml diluido
em Oleo de sésamo filtrado, injetado no subcutaneo 72 horas antes a indug&o da vaginite

e repetidos semanalmente, até o término do ensaio experimental.
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O modelo de infec¢cdo foi desenvolvido com a cepa Candida albicans
ATCC 90028 cultivada a partir de uma matriz em AGAR SABORAUD DEXTROSE
(Acumedia® Lot 105961B exp may.2017) pH final 5,6 + 0,2 a 25°C sob condi¢des

aerdbicas a 37° C com 24 h de antecedéncia ao inicio do experimento.

O in6culo foi preparado em tubo Falcon estéril com 7,0 mL de PBS (sterile
phosphate buffered saline solution), homogeneizado em vortex. A turbidez da
suspensao foi medida em espectrofotdbmetro a 540 nm para obter suspensdo celular
com densidade éptica de 0,16 (1x108 a 2x10% UFC/ml).

A inoculacdo vaginal foi realizada 72 horas ap6s a primeira administragdo do

valerato de estradiol, por meio da deposi¢éo de uma aliquota de 50 pl (108 UFC/mI) na

vagina de cada animal, conforme pode ser observado na Figura 2.

Figura 2 - Inoculagdo com uma aliquota de 50 ul de PBS contaminada com

candida (108 UFC/ml)

Para o procedimento de inoculacdo, os animais foram anestesiados

intraperitonealmente com ketamina 80 mg/Kg e xilasina 10 mg/Kg.
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3.4 PROCEDIMENTO E PARAMETROS DE IRRADIAGAO

Aliguotas de 50 pl de fotosensibilizador foram depositadas no canal vaginal das
camundongas, com concentracdes especificas para cada fotossensibilizador:
100 yM para o azul de metileno e 10 uM para a porfirina PpNeTNI. As mesmas
permaneceram em decubito elevado por 10 minutos para estabelecimento do tempo de

pré-irradiagédo, conforme pode ser observado na Figura 3.

Figura 3 - a) Introducgé&o do fotossensibilizador no canal vaginal das
camundongas. b) Tempo pré irradiagdo de 10 min em posi¢cdo com decubito

elevado

Em funcéo das diferentes bandas de absorcéo dos fotossensibilizadores e dos
equipamentos disponiveis, diferentes parametros de irradiacao foram adotados para as
camundongas onde utilizamos azul de metileno e porfirina, a saber:
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Tabela 2 - Parametros radiométricos da fonte luminosa utilizada nos
experimentos com os fotossensibilizadores azul de metileno (laser) e com

PpNeTNI (LED).

Parametro Laser LED
Comprimento de onda central (nm) 660,52 626,37
Largura espectral (FWHM) (nm) 0,71 17,4
Modo de operacgéo Continuo
Poténcia radiante média (mW) 84 335

Polarizacéo

Diametro de abertura (cm?)
Irradiancia na abertura (mW/cm?)
Tempo de exposicao (s)
Exposigdo radiante (J/cm?)

Energia radiante (J)

Técnica de aplicagcéo

NUmero de sessdes

Energia total irradiada (J)

Randomizado

0,01 2,84
8400 118
720 720
6048 85
60,48 241,2
Transvaginal frans-
abdominal
1
60,48 241,2
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Figura 4 - Poténcia espectral das fontes luminosas utilizadas

Nos grupos onde foi utilizado o fotossensibilizador Azul de Metileno, a irradiagéo
deu-se introduzindo a ponteira laser no introito vaginal. No grupo onde foi utilizada a
PpNeTNI, a irradiacéo foi transabdominal, conforme pode ser observado na figura 5 a.

Figura 5 - a) irradiacdo com laser no introito vaginal e b) irradiacdo com LED

trans-abdominal

Devido as especificidades de cada fonte luminosa, a irradiacao foi feita em dois
sitios diferentes. Em tecidos biolégicos, a regido vermelha do espectro eletromagnético
encontra-se na chamada "janela de transmissao”, portanto, no caso da irradiagéo trans-
abdominal, € esperado que a irradiacdo atinja uma boa profundidade de penetragéo,
excitando desta maneira o fotossensibilizador. Ademais, a poténcia radiante do LED foi

superior a do laser, compensando desta maneira as perdas decorrentes do

espalhamento e absorgéo de luz pelo tecido.
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3.5 DILUICAO E PLAQUEAMENTO

Obtivemos confirmacao da infec¢do fungica mediante a recuperagéo do lavado
vaginal das camundongas, 5 dias apds a inoculagdo das cepas. As fémeas foram
novamente anestesiadas intraperitonealmente com solugdo ketamina 80 mg/Kg e
xilasina 10 mg/Kg. Um volume de 50 pl de solucéo salina tamponada foi introduzido no

canal vaginal com auxilio de micropipetas e aspirado repetidamente por 10 vezes.

Aliquotas de 20 pl dessa solugéo foram pipetadas em placa de 96 pogos que
continham 180 pl de solugéo salina tamponada, com a finalidade de compor os critérios
de diluico utilizados no célculo estatistico. As suspensdes de leveduras foram diluidas
de forma serial para configurar diluicGes 10 a 10 vezes a concentragéo original (Jett,
1997).

Aliquotas de 10 pl foram escorridas em triplicata em placas de Petri contendo
agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol (Acumedia® Lot 105961B exp may.2017),
conforme pode ser observado na Figura 6. Posteriormente foram encubadas a 37° C por

24 horas, periodo que precedeu a contagem das UFC/m,

Figura 6 - Aliquotas de 10 ul de lavado vaginal escorridas em placas de Petri

3.6 ANALISE HISTOLOGICA
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Os animais foram eutanasiados por dose letal de anestésico intraperitoneal e os
canais vaginais removidos e armazenados em paraformaldeido a 10% tamponado, para

posterior analise histoldgica.

Foram realizados cortes histolégicos longitudinais do canal vaginal. Para
contemplar nossos objetivos, avaliamos se houve mudancas estruturais decorrentes de
possiveis efeitos deletérios da aplicacdo da luz e também quantificamos o infiltrado
inflamatério. Foi adotado o modelo proposto por Black (1999), conforme demonstrado

na Tabela 3.

Tabela 3 - Andlise das mudancas micro-estruturais e quantificagéo do infiltrado

inflamatorio.
Escore | Infiltrado neutrofilico Mudangas micro-estruturais
0 Nenhum neutroéfilo presente Nenhuma mudanga: vasos
sanguineos circulares bem definidos,
fibroblastos da mucosa alinhados.
1 Leve: 1- 10 neutrdéfilos presentes na Mudanc¢a moderada: vasos

luz, 1- 5 microabscessos presentes
na camada epitelial.

contraidos ou arranjo caético de
fibroblastos.

abscesso, capa de microabcsessos
na camada cérnea, nuUmMerosos
neutrofilos na submucosa.

2 Moderado: numerosos neutréfilos na | Mudanga severa: deplecéo de
luz, numerosos microabscessos, fibroblastos, necrose na submucosa.
neutrofilos presentes na submucosa.

3 Severo: grande formacéo de -
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Editor-in-Chief
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Dear Editor,

We are pleased to send our manuscript " Antimicrobial photodynamic
therapy as a new approach against vulvovaginal candidiasis" to be appreciated
as a potential paper for PloS One. Our study aimed to investigate the effects of
antimicrobial photodynamic therapy on induced vaginal candidiasis in mice. Our
preliminary results will be presented on SPIE West Photonics on February 2015.
This study presents for the first time a protoporphyrin especially designed and its
ability to inactivate Candida albicans in a mice model. Our results indicate that
aPDT is a promising therapy for fugal vaginitis since it is able to reduce fungal

infection and inflammatory signals.

Thank you very much
Sincerely,

The authors
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ABSTRACT

Vulvovaginal candidiasis is the second most common cause of vaginal infections and it
affects 75% of all women at least once during their lifetime. Recurrent vulvovaginal
candidiasis represents a challenge to gynecological practice, since some patients
frequently experience re-occurrences shortly after antifungal treatment. Antimicrobial
photodynamic therapy (aPDT) is considered a therapeutically approach in treating fungal
infections. The aim of this study was to investigate the efficiency of aPDT against yeast
infection in animal model. We tested two photosensitizers, methylene blue and PpNetNI
combined to light sources. Microbial analysis was performed following treatment and
seven days later, and histological examination of vaginal tissue was performed after
aPDT treatment. Yeast cells were inactivated by aPDT and it reduced in 1 logo for both
photosensitizers used and these low-fungal counts were maintained follow 7 days.
Histological analysis showed an inhibition of neutrophil influx process in aPDT groups
and no side effects on tissue was observed. In conclusion, two aPDT managements
produced antimicrobial effects in this mice infection model and aPDT can be considered

as potential therapeutic approach to decrease fungal counts in vaginal infection.

Keywords - antifungal, laser, photosensitizer, Candida albicans, vulvovaginal

candidiasis, photodynamic inactivation, methylene blue, protoporphyrin.
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Introduction

Vaginal infections are the most common trouble in gynecology practice. They generate
10 million doctor visits per year in the United States [1]. Vulvovaginal candidiasis is the
second most common cause of vaginal infections, after bacterial vaginitis. The accurate
incidence of symptomatic candidiasis is underestimated, since it is not a reportable
disease. It affects 75% of all women at least once during their lifetime and about 40-50%
of these patients will experience at least one recurrence [2,3]. Recurrent vulvovaginal
candidiasis, defined as four or more episodes in a 12 months period, affects 5% of all
symptomatic patients [2]. Usually, the treatment for recurrent vulvovaginal candidiasis
requires long periods of antibiotics use and patients often experience recurrences soon
after treatment, thereby it still represents a challenge in gynecological practice.
Moreover, there are contraindications to fungicidal usage, another issue in clinical care.
In Brazil, nowadays, 5,000,000 women will take antifungal drugs at least four times per
year and will be susceptible to their side effects. Financial costs involved also must be
considered. Foxman et al. [2] estimated that about US$ 1 billion per year in the USA
alone is expended in the diagnosis, treatment and lost productivity due to symptomatic
vaginal infections [2]. The indiscriminate rule of antimicrobial agents leads to increased
fungal resistance and a sharp public health concern. The magnitude of symptomatology
can impact quality of life, work performance, sexual behavior and lead to psychological

stress.

Candida albicans is a dimorphic fungus commonly found in the commensal flora of
human gastrointestinal and genitourinary tracts. If host defenses are modulated and/or
the organism becomes modulated by environmental factors, symptomatic infections can
ensue. Between 85 and 95% of yeast isolated from the vagina belong to the Candida
albicans species [2,4-7]. The second most common is Candida glabatra [6]. Virulence

factors require yeast adherence to vaginal epithelial cells. It is now suggested that
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susceptibility to infection is associated with an aggressive inflammatory response while
resistance is non-inflammatory [6]. It is possible that there are genetic predispositions to
symptomatic infection. Mannan-binding lecithin (MBL) is a phospholipid that binds to
Candida cells protecting women from developing infection. It also activates the
complement system [4], leading to inflammatory patches. MBL gene polymorphism has
been proposed to explain why certain women are more often affected to recurrent
infections than others. Symptomatic vaginitis is related to several risk factors, such as:
pregnancy — pH modification due to hormonal changes can lead to fungal proliferation.
Use of contraceptives — same physiopathology as pregnancy; diabetes mellitus — due to
glycogen increase; sequential antibiotic use — changes in normal flora can unbalance
host defense; behavioral factors linked to sexual activity - type of clothing and sanitary
napkins and feminine hygiene products, by the same mechanisms [7]. How
asymptomatic colonization can lead to symptomatic vaginitis is still not fully understood.
Common symptoms are intense pruritus, vaginal discharge (cottage-cheese-like),
vaginal soreness, irritation, vulvar burning, dysuria and dyspareunia and often lead to
decreased quality of life, impacting on overall sexual and reproductive health. It is not
considered a sexually transmitted disease, but sometimes partners can be affected,

especially in poor immunologic conditions, such as HIV.

Antifungical drugs are highly effective in the treatment of vulvovaginal candidiasis and it
can be used topically or with systemic drugs delivery. However, the available antifungal
drugs are note able to kill candida cells, and its mandatory effect is to held yeast
proliferation blocking cell wall synthesis [4]. Treatment for recurrent vulvovaginal
candidiasis is based on the repeated use of Fluconazole, an azole antifungal, with oral
intake of 150 mg bimonthly for 6-12 months is the most frequent dosage. Although it
brings some relief, patients often experience symptoms re-occurrences soon after
treatment. Recurrence appears in 30% to 40% of treated patients immediately after

cessation of the antifungal treatment. Within 6 weeks following the therapy, between
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25% and 40 % of women who do not have symptoms will have positive cultures with the
identical Candida sp. strain that was identified before the symptomatic episode [5]. An
adverse drug interaction with cisapride, anticoagulant drugs, hypoglycemiants, antacid
drugs can lead to arrhythmia (QT prolongation). Side effects such as nausea, vomiting,
stomach pain, headache, dizziness, and hair loss are reported. Rarely, irregular
heartbeat, fainting and severe dizziness can be seen. Serious liver disease is also
described, as severe stomach or abdominal pain, persistent nausea/vomiting, jaundice,
dark urine and unusual tiredness. Allergic reaction is rare, but include rash, itching,
throat swelling and apnea. In pregnant women, it can be teratogenic[4] and it is secreted
in human milk at concentrations similar to plasma, thus the use of fluconazole in lactating
mothers is not recommended. Another concern to this intake is fungal resistance;

fluconazole—resistant C. albicans is considered rare, but indicates an emerging problem.

Due to the current limitations in the drug-based treatment of vulvovaginal candidiasis,
along with its high prevalence, there is still a need for viable new options of clinical control
of symptomatic patients. In this scenario, antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) is
considered a new therapeutic approach [8]. Antimicrobial PDT is based on the triple
interaction of a harmless photosensitive drug (photosensitizer), a low intensity light, and
the molecular oxygen dissolved in the tissues [8-10]. The excitation of the
photosensitizers (PS) to its triplet state can create an environment to form reactive
oxygen species (ROS) with massive cytotoxic activity [11,12]. This photochemical
reaction can lead to microorganism inactivation and death of tumor cells [13]. The
photodynamic effect depends mainly on the type and concentration of the PS employed,
combined with the irradiation parameters to activate the PS [8,10,14,15]. At least four
parameters should be considered in this interaction: a) Non-or low-toxicity of the PS in
the dark; b) efficiency of the therapy regime in form ROS; c¢) cell membrane permeability

of PS; and d) fast body elimination after treatment.
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In this work, we present an in vivo Candida albicans vaginitis model to investigate the

effect of aPDT with two photosensitizers.

Material and Methods

Mice

Forty female BALB-c mice with 20 to 25 g of body mass were used. All animals were
housed on a 12h light and 12-h dark cycle and had access to food and water ad libitum.
The experimental procedures were approved by the Ethic Committee on Animal Use

(CEUA-UNINOVE) protocol number 00025/2013.

Mice were anesthetized with ketamine (90 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg) by
intraperitoneal injection before the procedures. Estrus was induced to provide persistent
vaginitis, by the weekly subcutaneous injection of 0,1 mg/mL estradiol valerate. Vaginal
inoculation of C. albicans was performed 3 days after pseudo estrus and then aPDT was

performed 5 days following fungal inoculation [9,16].

Candida albicans vaginitis

Candida albicans ATCC 90028 were cultivated from agar Saboraud dextrose (Acumedia,
Lansing, USA) under aerobic conditions for 24 h before the inoculation. Cells in
blastoconidia form were suspended in phosphate buffered saline solution (PBS) at a
concentration of 2 x 107 colony forming units (CFU) per milliliter [9]. Mice were intra-
vaginally inoculated with 50 pL of the blastoconidia suspension following 3 days of

estrogen injection.

Antimicrobial Photodynamic Therapy PDT

Five days following yeast inoculation, animals were treated and then divided in the

following groups:

Control group — 50 yL of PBS solution was inoculated in the vaginal canal and no

treatment was performed. Vaginal wash was performed for microbiological analysis in
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day “0” (n=8) and 7 days later (n=7). On day 0, mice were euthanized and their vaginal

canals were removed for histological analysis.

Methylene Blue (MB) group — 50 pL of 100 yM MB solution (Sigma, was inoculated into
vaginal canal. Animals were irradiated with A = 660 nm laser (Photolase Ill, DMC, S&o
Carlos, Brazil) with the tip placed on the entrance of vaginal canal (N=6). After treatment,
mice had vaginal wash for microbiological analysis and then they were euthanized for
histological analyses (day “0”). Another group (N=5) was treated by MB mediated aPDT

at day 0 and then it was washed to microbiological analysis 7 days later.

Dimethyl-8,13-divinyl-3,7,12,17-tetramethyl-21H,23H-porphyrin-2,18-bis[-N,N,N-

trimethyl-3-(propanoylamine) propane-1-ammonium] (PpNetNI) (CssHeal2NgO2) [17] — 50
ML of 10 uM PpNetNI solution was inoculated into vaginal canal. Animals were irradiated
with LED in a device placed transabdomninally (N=6). After treatment, mice had vaginal
wash for microbiological analysis and they were euthanized for histological
analyses (day “0”). Another group (N=5) was treated by PpNetNI mediated PDT at day

0 and then it was washed to microbiological analysis 7 days later.

Irradiation parameters

Since each photosensitezer has a different absorption peak (as shown in figure 1
[17,18]), two light sources were used as following: a) Commercial laser device (Photon
Lase Ill, DMC, Séo Carlos, Brazil) with peak emission resonant with MB A = 660 nm
absorption band; and b) one custom made LED system with peak emission at A = 630
nm PpNetNI absorption band (Q4) [17]. The irradiation parameters were detailed on

Table 1.
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Figure 1 — Absorbance spectra of the photosensitizers (MB [18] and PpNetNI [17]). Y-axis

shows absorbance (a.u). Charges of photosensitizer molecules used in this study

Table 1 - The spectral features of light sources and its parameters. Intravaginal for MB group and
Transabdominal for PpNetNI group. The best way to deliver the light to the vaginal canal is by
inserting the light head inside the vaginal canal. This is feasible with a laser system but it is
impossible to insert the LED in it, thus irradiation took place at two sites: intra-vaginal (laser) and

trans-abdominal (LED)

Parameters Laser LED
Center wavelength (nm) 660.52 626.37
Spectral bandwidth (FWHM) (nm) 0.71 17.4
Operating mode Continuous wave
Average radiant power (mW) 84 335
Polarization Random
Aperture diameter (cm?) 0.01 2.84
Irradiance at aperture (mW/cm?) 8400 118
Exposure duration (s) 720 720
Radiant exposure (J/cm?) 6048 85
Radiant energy (J) 60.48 241.2
Vaginal Trans-

Application technique entrance abdominal

Number of treatment sessions 1



30

Total energy irradiance (J) 60.48 241.2

Due to the irradiation site, the longer optical path that the LED light has to undergo before
achieving the vaginal canal is partially compensated by the higher power of this device,

therefore similar results were expected.

Microbiological analysis and Statistics

Yeast content was accessed by vaginal wash with 50 uL PBS. Fungal suspensions from
vaginal wash were serially diluted in PBS to give dilutions of 10 to 103times the original
concentration. Ten microliter aliquots of each group were streaked onto Sabouraud
chloramphenicol agar plates in triplicates and incubated at 37°C overnight for colonies
count [19] and transformed to colony for units (CFU) per mL. Normal distribution was
verified by Shapiro-Wilk test. Thereby, an analysis was applied in order to compare each

treated group and control group.

For this study, we assumed that statistical significance would occur only if the number of
CFU on the PDT groups were smaller than the control groups, thus the one-tailed testes
were applied. With that hypothesis one-tailed t-test was used to compare the groups'
means and, in order to maintain the global significant level at a = 0.05, all p-values were

corrected by the Hyan - Holm stepdown Bonferroni procedure.

Histological analysis

To perform histological analysis, longitudinal sections of vaginal canal were obtained,

fixed and stained by hematoxylin eosin (H&E) stain. T

A score was adopted to observe micro-structural change [16], as well as quantify

inflammatory cells through neutrophilic influx, as shown in table 2. Ten fields were
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observed in each slide in a Microscope (Eclipse Ni-U, Nikon, Melville, USA) with
objective (10x) and ocular (10x) resulting in 100 times of magnification. The scores were
recorded and tested using the Mann-Whitney test and group comparison with p-value

(p < 0.05) was considered significantly different.

Table 2 - Neutrophilic influx and Micro-structural changes observed on histological slides. The

fields were scored as following

Score Neutrophilic influx Micro-structural changes

0 no neutrophils present No change: well-defined circular
blood vessels, submucosal
fibroblasts are layered.

1 Mild: 1- 10 neutrophils present in the Moderate change: vessels are
lumen, 1- 5 micro-abscesses present in  constricted or oval from edema,
epithelial layer. fibroblasts are arranged chaotically

2 Moderate: numerous neutrophils in Severe change: depletion of
lumen, numerous micro-abscesses, fibroblasts, necrosis in submucosa.
neutrophils present in submucosa.

3 Severe: large abscess formation,

microabcess coat cornified epithelial
layer, numerous neutrophils in
submucosa

Results

The microbiological count shows that the model of C. albicans infection was established
and yeast recovered from vaginal wash was 5.17+0.63 Logio (CFU/mL) for control group.
The PDT treatments show a reduction of fungal amount in 1 Logio for MB (p=0.020) and
PpNetNI (p=0.018) as well. Following 7 days from the treatment, the amount of yeast
recovered was  4.19+0.21 Logio (CFU/mL) for MB  (p=0.041) and
4.37+0.48 Logio (CFU/mL) for PpNetNIl (p=0.035), both significantly differ from the

control group (fig. 2).
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Figure 2 — Effect of antimicrobial photodynamic therapy on C. albicans inactivation. Each
column represents the mean of Logio (CFU/mL) of recovered yeast. Bars are SEM. p-values

were corrected by the Hyan - Holm stepdown Bonferroni proceadure

The histological analysis presented an intense inflammatory response in the proximal
area of vagina and the epithelium of cervix womb showed neutrophil infiltrate for all
groups (control, MB, and PpNetNI). On the other hand, aPDT groups presented a
decrease in neutrophil infiltrate in the entrance and medial area of the mice vagina (fig.
3). No differences could be observed for the fibroblast organization and necrotizing areas

following aPDT, thus no side effect was observed.

Figure 3 — Histological section of tree slides with: (A) Control group - Candida vaginal

infection induced and without any treatment, It can be observed neutrophil infiltrate on

epithelial and formation of micro abscess; (B) MB group; (C) PpNetNI group
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The comparison between control group and MB showed a rate of 45% of neutrophil

infiltrate against 26% for MB and 30% from PpNetNI (fig. 4).
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Figure 4 — The Frequency of Scores Attributed to vaginal slides with Regard to the Extent of
Inflammatory Response. Ten fields per slide were counted and Control group present

significant statistical difference to MB group (p=0.041) and to PpNetNI (p=0.027) as well

Discussions

Many manuscripts have previously described aPDT effects on fungal cells of health
interest [8-10,13-15,20,21]. In this study, however, we investigated the interaction among
antimicrobial action of aPDT and the changes in inflammatory response in vaginal
environment and host defense 7 days after treatment. Although variations in the radiation
parameters and photosensitizer may influence on the outcome of the photodynamic
therapy, specific characteristics of the in vitro infection, such as the organization of the
Candida albicans in biofilms, plays an important role to decrease the effects of aPDT
[8,9,14]. Methylene blue is a low-cost but efficient photosensitizer with low toxicity for
human and animals. Thus, its use in this murine model produced a significant reduction
in yeast amount following aPDT (p=0.020). Seven days after the procedure, C. albicans
were still incapable of raising the number of cells in the infected site (p = 0.041), thus

aPDT was effective also after one week.
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The photosensitizer PpNetNI was recently synthetized and in this work we present the
first results using it for biological decontamination in an in vivo model. Despite a few
information available regarding PpNetNI [17], porphyries usually present highly efficient
photodynamic effect [20,21]. The PpNetNI was used with a A = 630 nm high power LED
to obtain a significant reduction in the amount of fungal viability immediately after the
application (p=0.018). Besides, after seven days of the procedure, the amount of
colonies was still diminished in comparison with the control group (p = 0.035). As long
as aPDT in day 0 did not offer fungi eradication, yeasts were incapable of re-colonize

the microenvironment within seven days.

Moreover, the fungicide effect of aPDT occurred but it may produce a biomodulation
effect caused by low-level light that could also modulate neutrophil inflammatory infiltrate.
It was observed in the histological analysis that a large formation of micro-abscess was
present. Micro-abscess coat confined to epithelial layer and a number of neutrophils
were present in connective tissue on 45% of the control sites, against only 26% and 30%
on aPDT groups with MB and PpNetNI, respectively. While about 70% of the aPDT
samples were free of neutrophils, only 52% of the sites in control group presented the
same conditions. In addition, the symptomatology of infection is related to the host
response to the infection [22]. Since the mice were euthanized soon after the procedure,
these results demonstrated an immediately modulatory effect of the light therapy on the
inflammatory process. It is important to note that the aPDT did not produce a swelling
effect on vaginal tissue, mainly because ROS was formed in vaginal cavity and not in

connective tissue.

By extrapolating these findings to the clinical practice, the use of aPDT as an alternative
treatment (or associated to Fluconazole) for vaginal candidiasis could, in theory,
decrease infection and minimize symptoms soon after the procedure. However, new
finds are required to elucidate the role of light in vaginal inflammatory process against

candida vaginitis and the association of aPDT with classical antifungal treatments.
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Conclusions

In conclusion, aPDT produced no changes at the micro-structural level of vaginal
mucosa. The use of aPDT as a therapeutical option to decrease fungal counts in vaginal
infection on a candidiasis model resulted in significant reduction of the amount of C.

albicans. Both photosensitizers were effective to decrease infection after seven days.

Disclosure - No potential conflicts of interest relevant to this study were reported.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de a literatura apresentar sélidas evidéncias de ac¢ao antimicrobiana da PDT
em Candida albicans in vitro, as informagdes sobre sua aplicabilidade em modelos in
vivo permanecem escassas. Nosso estudo demonstrou que a PDT é uma terapia eficaz
para reduzir a contagem fungica de Candida albicans em modelo experimental animal
de vulvovaginite em camundongas imediatamente apds a aplicacdo, e que os dois

fotossensibilizadores testados demonstraram-se eficazes nesta tarefa.

Observou-se também que sete dias apds o tratamento a contagem de candida se

mantive similar aos niveis observados imediatamente apés o tratamento.

A PDT néo ocasionou alteracdes deletérias na micro-estrutura do canal vaginal das

camundongas.

5.1. TRABALHOS FUTUROS

Ainda dentro do modelo animal, vislumbramos a realizacdo da eutanasia das
camundongas imediatamente e também 3 dias apds a aplicacdo da PDT, com a
finalidade de observarmos o inicio do processo de remodelacdo inflamatéria do

hospedeiro frente ao tratamento.

Pretendemos também, a curto prazo, aprofundar a avaliacdo do infiltrado

inflamataério recrutado apés a aplicagdo da PDT, por analise imunohistoquimica.

Uma terceira possibilidade serd a identificacdo e quantificacdo das espécies

reativas de oxigénio envolvidas no processo.

Por fim, baseado nos achados deste trabalho, pretendemos estender essa linha
de pesquisa ao tratamento clinico de pacientes com candidiase vulvovaginal de
repeticdo, em cooperacdo com o Centro de Referéncia da Saude da Mulher — Hospital
Pérola Byington. Para tanto, um projeto de pesquisa ja foi submetido, via Plataforma
Brasil, e se encontra em fase de anélise pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP).
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7. APENDICES
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Protocolo de Pesquisa referente ao ADENDO 01 do Projeto n® An0025/2013 -

Titwlo do Projeto: USO DE TERAPIA FOTODINAMICA COMO COADJUVANTE NO TRATAMENTO DE CANDIDIASE
VULVOVAGINAL DE REPETIGAO

[ Orientador: Alessandro Melo de Ana 1

A CEUA da UNINOVE em reunifo ordinaria no dia 24 de junho de 2014 APROVOU o ADENDO 01 do Projeto
An0025/2013 que sofickou 0 uso de mals 42 camundongos isogénicos BALB/C fémeas para o estudo da terapla
fotodindmica como uma altemativa viavel que auxilie no fratamento das Infecgdes causadas por céndida albicans, a fim de
minimizar a aka e repetida exposicio a antibidticos, especialmente nos casos em que a medicagdo de referéncia é contra
Indicada .

Sao Paulo, 24 de junho de 2014,

Lo

Prof, Dra. Kitia De Angelis
Coardenadora do Comité de Etica no Uso de Animais
Universidade Nove de Julho
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UNINOVE

POP9P9O
Universidade Nove de Julho

SOLICITACAO DE ADENDO AO PROJETO 0025/2013, APROVADO EM 16/08/2013

USO DE TERAPIA FOTODINAMICA COMO COADJUVANTE NO TRATAMENTO DE
CANDIDIASE VULVOVAGINAL DE REPETICAO.

JUSTIFICATIVA

Em 16/08/2013, obtivemos aprovacdo do CEUA para pesquisa supra citada, com
o recebimento fracionado de 51 camundongas BALB/C entre 6 a 8 semanas de vida, de

acordo com as especificagdes do projeto.

Os grupos experimentais foram executados conforme cronograma, com

utilizacdo de todos os animais previstos .

Frente aos resultados preliminares obtidos na primeira etapa dos experimentos,
NOSSO grupo optou por ajustes na metodologia de pesquisa, incluindo o estudo de mais
dois fotossensibilizadores: verde malaquita e protoporfirina PpNeTNI, sem ocasionar
modificagbes nos objetivos do projeto, ndo acarretando em nenhum prejuizo ético ao
protocolo previamente firmado, a saber: acondicionamento e nutricdo dos animais, tipo
de anestesia, procedimentos terapéuticos e tipo de eutanasia.

Dessa forma, solicitamos a inclusao de maior numero de animais, a saber :

. i Peso Quantidade
Espécie Linhagem | Idade
aprox. M E M+E
Camundongo isogénico BALB/C 2meses | 22g 42 | 42

TOTAL | 42
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Os animais serdo distribuidos aleatoriamente em seis grupos experimentais:

- Grupo Controle Padrdo : Os animais ndo serdo submetidos a nenhum procedimento e
sofrerdo eutanasia antes da inducdo da candidiase. Terdo sua mucosa vaginal removida para
analise histomorfométrica (n = 6);

- Grupo Controle 1: Os animais ndo serdo submetidos a nenhum procedimento e sofrerdo
eutandsia 24 h apds a inducdo da candidiase. Terdo sua mucosa vaginal removida para analise
histomorfométrica (n = 6);

- Grupo PDT 1 com verde malaquita : Os animais serdo apenas submetidos a terapia
fotodinamica, sendo sensibilizados com verde malaquita, irradiados em dose Unica durante 300s
e sofrerdo eutanasia 24 h apds a inducdo da candidiase. Terdo sua mucosa vaginal removida para
analise histomorfométrica (n = 6);

- Grupo PDT 7 com verde malaquita: Os animais serdo apenas submetidos a terapia
fotodinamica, sendo sensibilizados com verde malaquita irradiados em dose Unica durante 300s
e sofrerdo eutandsia 7 dias apds a inducdo da candidiase. Terdo sua mucosa vaginal removida
para analise histomorfométrica (n = 6);

- Grupo PDT 1 com protoporfirina PpNeTNI : Os animais serdo apenas submetidos a terapia
fotodinamica, sendo sensibilizados com PpNeTNlI, irradiados em dose Unica durante 300 s e
sofrerdo eutanasia 24 h apds a inducdo da candidiase. Terdo sua mucosa vaginal removida para
analise histomorfométrica (n = 6);

- Grupo PDT 7 com protoporfirina PpNeTNI : Os animais serdo apenas submetidos a terapia
fotodinamica, sendo sensibilizados com PpNeTNI irradiados em dose Unica durante 300 s e
sofrerdo eutandsia 7 dias apds a indugdo da candidiase. Terdo sua mucosa vaginal removida para
analise histomorfométrica (n = 6);

- Grupo Controle 7 - Os animais nao serdao submetidos a nenhum procedimento e sofrerdo
eutanasia 7 dias apds a induc¢do da candidiase. Terdo sua mucosa vaginal removida para analise

histomorfométrica (n = 6);

Salientamos que a candiiase vaginal ndo representa uma doenga natural nessa espécie,

sendo que para induzi-la sdo necessarios procedimentos experimentais como inducdo de
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pseudo-estro e inoculacdo vaginal de Candida albicans (Fidel 2007). Dessa forma e devido as
variacbes que cada grupo experimental possa apresnetar, é necessario que se estabeleca

diferentes grupos controle para as diversas etapas do experimento.

TERMO DE RESPONSABILIDADE

(LEIA CUIDADOSAMENTE ANTES DE ASSINAR)

Eu, ALESSANDRO MELO DE ANA, certifico que:

a) li o disposto na Lei Federal 11.794, de 8 de outubro de 2008, e as demais normas
aplicaveis a utilizacdo de animais para o ensino e pesquisa, especialmente as resolucdes
do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal — CONCEA,

b) este estudo ndo é desnecessariamente duplicativo, tem mérito cientifico e que a equipe
participante deste projeto/aula foi treinada e é competente para executar os
procedimentos descritos neste protocolo;

c) ndo existe método substitutivo que possa ser utilizado como uma alternativa ao projeto.

Assinatura :

Sao Paulo, 09/06/2014




UNINOVE

oo
Universidade Nove de Juiho

Protocolo de Pesquisa referente ao Projeto n® An0025/2013

Titulo do Projeto: USO DE TERAPIA FOTODINAMICA COMO COADJUVANTE NO
TRATAMENTO DE CANDIDIASE VULVOVAGINAL DE REPETIGAO i

[Orientador. Alessandro Melo de Ana |

Objetivos:

O objetivo deste estudo é propor a terapia fotodinamica como uma alternativa viavel que
auxiliem no tratamento dessas infecgdes, a fim de minimizar a alta e repetida exposi¢aoc a
antibidticos, especialmente nos casos em que a medicagao de referéncia € contra indicada.

Método:

Animais e grupos experimentais

Para a realizagio deste estudo serdo utilizadas camundongas BALB/C, fémeas, da, com dois
meses de idade e massa corporal 22,5 + 2,5 g, mantidos no biotéric da UNINOVE. Os animais serao
mantidos em caixas plasticas apropriadas, temperatura ambiente (22°C), umidade relativa (40%),
luminosidade controlada com ciclo de 12h {claro/escuro) e com comida e agua ad libitum,

Os animais serdo distribuidos aleatoriamente em 09 grupos experimentais:

- Grupo Controle 0: Os animais n3o serdo submetidos a nenhum procedimento e sofrerdo
eutandsia antes da indugdo da candidiase. Terdo sua mucosa vaginal removida para andlise
histomorfomeétrica (n = 3),

- Grupo Controle 1: Os animais ndo serdo submetidos a nenhum procedimento e sofreréo
eutandsia 24 h apés a indugdo da candidiase. Terdo sua mucosa vaginal removida para andlise
histomorfométrica (n = 6),

- Grupo PDT 1: Os animais serdo apenas submetidos a terapia fotodindmica, irradiados em dose
Unica durante 300 s e sofrerdo eutanasia 24 h ap6s a indugdo da candidiase. Terdo sua mucosa
vaginal removida para analise histomorfométrica (n = 6);

- Grupo Fluconazol 1: Aos animais sera administrade o Fluconazol diariamente e estes sofrerdo
eutandsia 24 h apds a induglo da candidiase. Terdo sua mucosa vaginal removida para analise
histomorfométrica (n = 6),

- Grupo Fluconazol + PDT 1: Aos animais sera administrado o Fluconazol diariamente estes
serio submetidos & terapia fotodindmica, iradiados em dose unica durante 300 s. Sofrerdo
eutanasia 24 h apds a indugdo da candidiase. Terdo sua mucosa vaginal removida para analise
histomorfométrica (n = 6);

- Grupo Controle 7. Os animais ndo serio submetidos a nenhum procedimento e sofrerdo
eutanasia 7 dias apés a Induglo da candidiase. Ter3o sua mucosa vaginal removida para analise
histomorfométrica (n = 6);

- Grupo PDT 7: Os animais serio apenas submetidos a terapia fotodinamica, irradiados em dose
unica durante 300 s e sofrerdo eutandsia 7 dias apds a indugdo da candidiase. Terdo sua mucosa
vaginal removida para analise histomorfométrica (n = 6);

- Grupo Fluconazol 7: Aos animais sera administrado o Fluconazol diariamente e estes sofrerdo
eutandsia 7 dias apos a indugdo da candidiase. Terdo sua mucosa vaginal removida para andlise
histomorfomeétrica (n = 6);
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- Grupo Fluconazol + PDT 7: Aos animais sera administrado o Fluconazol diariamente estes
serdo submetidos a terapia fotodindmica, irradiados em dose Onica durante 300 s. Sofrerdao
eutanasia 7 dias apds a indugdo da candidiase. Terdo sua mucosa vaginal removida para andlise
histomorfométrica (n = 6);

Procedimento para indugdo de vaginite:

Os animais serdo tratados com estrogeno para induzir o estade de pseudo-estro e permitir o
estabelecimento de uma infecgdo vaginal persistente. Valerato de estradiol diluido em dleo de
sésamo sera administrado subcutaneamente, uma vez por semana até o final do ensaio
experimental.

O modelo de infecc@o serd desenvolvido com Candida albicans. Amostras desta levedura
serdo cultivadas em placas de Petri contendo agar Sabouraud e incubadas a 37°C por 48h. Para a
preparagdo do indculo uma massa de células sera colhida do meio de cultura e suspensa em tubos
contendo PBS (solugdo salina tamponada com fosfato) pH 7,2. Apés a homogeneizagdo em vortex, a
transmitadncia serd medida em espectrofotdmetro. A suspensdo de celulas sera plaqueada para
determinar o nimero de células utilizadas para induzir a infecgdo. A inoculagdo sera realizada 72h
apbs a primeira administragdo do estrégeno por meio da deposigdo de uma allquota da suspensdo
na vagina dos animais. Serd utilizada uma concentrago de 10* céis/mL.

Antes da inoculagdo, os animais ser3o anestesiados intraperitonealmente com ketamina (80
mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). A avaliagao da infecgdo fungica produzida sera feita pela observacio
de sinais clinicos, por cultura microbiolégica e por analise histolégica do tecido infectado

Procedimento de irradiagdo laser:

A irradiagdo laser sera realizada utilizado o Photo lase® (DMCs, Sdo Carlos — SP, Brasil), com
poténcia de 100 mW, e comprimento de onda 660 nm.

Para a irradiagéo laser, 0s animais serao contides manualmente e sera utilizado a técnica pontual
e contato diretamente intravaginal. Desta forma, serd aplicado uma energia total de 30 J e tempo de
300 s. O tratamento sera iniciado 5 dias apds a indug@o da vaginite e em dose unica. Apés o periodo
experimental de cada grupo os animais serdc eutanasiados por overdose de anestésicos e as
mucosas vaginais serdo removidos e armazenados em freezer -80 °C.

Avaliagdo microbioldgica:

Sera realizada a coleta microbioldgica intravaginal por lavagem com PBS e subsequetne diluigio
seriada da amostra. Alicotas serdo plagqueadas em agar saboreau dextrose enriguecido com
cloranfenicol, As unidades formadoras de colbnia (UFC) e quantificadas e comparadas entre si
atravéz de analise estatistica adequada.

Analise histomorfométrica:

Apds a eutandsia, as mucosas vaginais serdo culdadosamente removidos, acondicionadas
em frascos e identificadas de acorde com o grupo. Os espécimens serdo submetidos ao
processamento histologico e corados utilizando hematoxilina eosinam, de modo a quantificar células
inflamatérias. A ivans&o microbiana serd quantificada através da técnica de acido periodico de Schiff
(PAS).

Animais (procedéncia, raga, linhagem, nimero de animais, peso, sexo):

Peso  Quantidade
Espécie Linhagem | Idade = M | F | M+F |
Camundongo isogénico |BALB/C |2 meses [22g 51| 51

Condigbes de alojamento e nutriggo:

47



Os animais serdo mantidos no biotério da UNINOVE - unidade Vergueiro em caixas plasticas
apropriadas, num maximo de 6 animais por caixa, a temperatura ambiente (22°C) e luminosidade
controlados com ciclo de 12 horas . A comida e agua serdo ad libitum em garrafinhas posicionadas
na grade da gaiola, a comida estara disponivel na grade da gaiola. O Blotério possui exaustor.

Medidas para evitar estresse e/ou dor nos animais: nao ha

Procedimento Anestésico e/ou Analgésico (incluir dose e vias de administragcao):

FARMACOS ANESTESICOS

Farmaco KETAMINA

Dose (Ul ou mg/kg) | 80 mg/kg massa do animal
Via " de | Intraperitoneal

administragao
RELAXANTE MUSCULAR

Farmaco XILAZINA

Dose (Ul ou mg/kg) | 10 mg/kg de massa do animal
Via de | Intraperitoneal

administragac
Eutanasia:

Descnc;ao OVERDOSE DE ANESTESICOS

Combinado de XILAZINA (10mg/kg de massa do animal) e
Substéncia, dose, | KETAMINA (80 mg/kg massa do animal) administrado via
via intraperitoneal. Trés vezes a dose administrada para
anestesia dos animais.

Pertinéncia e valor cientifico do estudo proposto:

- O tratamento com agentes antimicrobianos de forma repetida (trés a quatro vezes por ano)
nas pacientes portadoras de candidiase vulvovaginal de repeticdo imputa a estas, alto custo
financeiro de tratamento.

- Devido a alta hepatotoxicidade dos antifingicos utilizados, seu uso prolongado pode
resultar em dano hepatico na paciente.

- Cepas resistentes a esses agentes antimicrobianos podem ser observadas.

- Algumas contra-indicagdes farmacolégicas impossibilitam o uso desses agentes
antimicrobianos, como & o caso de pacientes gravidas e pacientes com comprometimento da
fungao hepatica.

- Este projeto busca preencher uma lacuna no tratamento de vulvovaginite de repetigdo
utilizando o recurso da terapia fotodindmica. Pacientes com esta patologia, especialmente
aquelas cuja utilizagdo de um antifingico seja contra indicada, certamente se beneficiarao
desta alternativa terapéutica, que podera representar um forte impacto na salde publica.
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Apresentado a este Comité para andlise ética, foi considerado:

(X) Aprovado, sendo que este projeto devera permanecer arquivado por 05 (cinco)
anos nesta Secretaria.

( ) Com pendéncia (relacionar), devendo o Pesquisador encaminhar as modificagtes
sugeridas, e iniciar a coleta de dados somente apés a aprovagéo do projeto por este Comité.
( ) Nao-Aprovado

Comentarios:
1) Indicar o nome do aluno que participa do trabalho.

2) A anestesia & considerada pelo CONCEA como um método de imobilizagéo do animal.
3) Favor, enviar relatério final apds a finalizagdo do Projeto.

Séo Paulo, 16 de agosto de 2013

Prof. Dra. Kétia De Angelis
Coordenadora do Comité de Etica no Uso de Animais
Universidade Nove de Julho
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7.2 PATENTE: DISPOSITIVO E METODO PARA TRATAMENTO DE
VULVOVAGINITE E INFECCOES VAGINAIS

CUsO anshinive 80 INPS

Le
g |

04/07/20 14 fjg“mm %

U

IN . B INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL
. — Sistema de Gestiio de Qualidade
Diretoria de Patentes

Exp300 resanvaco pars 6 protocolo Eapms nmeniad pas o chegn OR

Tpe de Docemens Pigre
Formulario T "
Thuo d2 Docuress Coamye £QO0Y Varudo 01
Procejesens
Depésito de Pedido de Patente DIRPA-PO008

Ao Instituto Naclonal da Propriedade Industrial:
Omg solicka a de um priviégio na e nas ipdes abaoo ind

1. Depositante (71):
11 Nome: ASSOCIAGAO EDUCACIONAL NOVE DE JULHO

12 Qualificagio.  EMPRESA BRASILEIRA

13 CNPJICPF. 43374768000138
14 Enderego completo: R DIAMANTINA, 302 VILA MARIA SAQ PAULO SP BR

15 CEP: 02117010
16 Telefone: {11) 21828000 1.7 Fax (11) 21828008

18 E:mail. remarca@romarca.com.br

continua em folha anexa

2. Natureza: x lnvencio Modelo de Utilidade Certificado de Adigio

3. Titulo da Invengio ou Modelo de Utilidade (54):
DISPOSITIVO E METODO PARA TRATAMENTO DE VULVOVAGINITE E INFECCOES VAGINAIS

continus em folha anexa
4, Pedido de Divisdo: do pedido N* Data de Depdsito:
5. Prioridade: Interna (66) Unicnista (30)
O depositante reivindica a(s) seguinte(s):
Pais ou organzacio do N do (se disp i) DOata do daposito

continua em folha anexa
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a ’I"_-_-""—"’-" INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL
G Sistema de Gestio de Qualidade
DIRM
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98

10.

Nome: ALESSANDRO MELO DE ANA
Qualficagdo: BRASILEIRO CASADO PROFESSOR
CPF. 28830153860
Enderego completo. AV ANTONIO RAMIRO DA SILVA, 213 - CASA 126 JARDIM DO LAGO SAO PAULO SP
CEP: 05387000
Telefone: (11) 21828000 6.7 Fax: (11) 21828008
E-mail: remarca@remarca com br
X cootioua am folha anexs
de divulgacéo anterior ndo prejudicial

Declaragdo
Artigo 12 da LP| - periodo de grace
Informe no flam 11,13 o8 documentos anexacos. se houver

Declaragdo na forma do item 3.2 da Instrugio Normativa n® 17/2013:

Doclar que os dados fo nop & lanc 330 idénticos 20 da certiddo do deposio ou documento
eguivalente do pedido cuja priondade estd sendo mivindicada.

Procurador (74)
Nome: CARLOS DE LENA
CPFICNPJ. 27483177853 9.3 APUOAB; 0735/ 42190-59
Enderego completo:  AV. CASPER LIBERO, 383 - 12° ANDAR
CEP 01033001
Telefone. (11 )21828000 9.7 FAX (11) 21828008
E-Mail. REMARCA@REMARCA COM 8R
continua em folng anexs

Listagem de sequéncias blologicas.
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“DISPOSITIVO E METODO PARA TRATAMENTO DE VULVOVA-
GINITE E INFECCOES VAGINAIS”

[1] INTRODUCAO.

[2] O presente relatério descritivo refere-se a uma Patente de In-
vencgao para dispositivo e método para tratamento de vulvovaginite,
pertencente ao campo dos equipamentos usados em medicina e
destinado a realizar tratamento de vulvovaginite em mucosa vaginal
[3] ESTADO DA TECNICA E PESQUISA

[4] Apos realizagao de diferentes pesquisas observou-se a ne-

cessidade de se criar um dispositivo que permita o tratamento de
vulvovaginie de maneira minimamente invasiva e sem a utilizagao
de medicamentos antimicrobianos de uso interno, de baixo custo e
gue ndo exponha o paciente a riscos.

[5] As vulvovaginites, em especial as causadas por infegdo por
Candida sp. representam a mais importante queixa na clinica gine-
coldgica, tanto por sua alta incidéncia, quanto pelo desconforto de
suas manifestagdes clinicas, caracterizado por prurido vulvo-vaginal
intenso, hiperemia local, irritagdo vulvar, corrimento branco-
esverdeado em forma de placas e ardéncia ao urinar. Trazem re-
percussoes nas diversas esferas da vida das pacientes afetadas: no
qgue diz respeito a intensidade de suas manifestagdes clinicas, im-
possibilidade de frequentar o trabalho, exercer adequadamente sua
vida sexual e sua vida reprodutiva. Representam também um impor-
tante problema econdmico, tendo em vista os recursos farmacolégi-
cos investidos em seu controle. Em termos estatisticos, essas in-
fecgbes genitais sdo o principal motivo que levam as mulheres a

procurar o ginecologista. Isso traz um grande impacto financeiro di-
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reto, tanto nos custos assistenciais envolvidos, quanto nos custos
do tratamento, baseado no uso de drogas fungicidas. Atualmente,
sédo feitas cerca de 10 milhdes de consultas/ano somente nos Esta-
dos Unidos [1] e a perda de produtividade no trabalho ja foi estima-
da em cerca de um bilhdo de dolares na América do Norte. Acredi-
ta-se que 75% das mulheres sofram pelo menos um episédio de
candidiase sintomatica durante sua vida e que 5% dessas tenham
essa infecgdo de forma recorrente, ou seja, a0 menos quatro infec-
¢bes com manifestagdes clinicas no decorrer de um ano.

[6] Nos casos de vaginites ndo complicadas, derivados azélicos
tépicos ou orais (miconazol, clotrimazol, tioconazol e terconazol) al-
cangam cura clinica e microbiolégica em 80 a 95% em casos agu-
dos na auséncia de gravidez, e os poliénicos como nistatina alcan-
¢am 70 a 90% [2]. Ja nos quadros de candidiase de repeti¢ao, é
necessario instituir uma terapéutica de fase aguda e, a seguir, um
guadro de manutencao, que pode durar de 3 até 6 meses. Em estu-
do publicado por Sobel et al. [3], concluiu-se que 90,8% das mulhe-
res mantem-se assintomaticas por um prazo de seis meses; 73,2%
por um prazo de 9 meses e apenas 42,9% em 12 meses, onde nova
terapéutica devera ser instituida, na vigéncia de Candida albicans
na cultura de secregao vaginal.

[7]1 Assim é que os métodos mais utilizados para o tratamento de
vulvovaginitie sdo a utilizagdo de medicamentos antimicrobianos de
forma repetida (trés a quatro vezes por ano) nas pacientes portado-
ras de vaginite o que imputa a estas alto custo financeiro de trata-
mento. No entanto, algumas contra-indicagbes farmacolégicas im-

possibilitam o uso desses agentes antimicrobianos, como é o caso
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de pacientes gravidas e pacientes com comprometimento da fungao
hepatica. Ha ainda cepas de micro-organismos resistentes a esses
agentes antimicrobianos.

[8] Tendo em vista a alta exposicdo a agentes farmacoldgicos
demandados pelo manejo clinico desses tratamentos, bem como
situagbes onde exista contra-indicagdo ao uso dos mesmos (gravi-
dez, intolerancias medicamentosas, toxicidade hepatica, alteragbes
da fungdo hepatica, como nas hepatites e hepatomas), novas tera-
pias precisam ser investigadas e propostas para mitigar esses qua-
dros.

[9] Existe, por conseguinte, a necessidade de um dispositivo para
auxiliar no tratamento da vulvovaginite de maneira minimamente
invasiva, de baixo custo e que ndo exponha o paciente a riscos.

[10] OBJETIVOS DA INVENCAO

[11] Assim, o objetivo principal da presente invengao & prover um

dispositivo e método para irradiagdo intravaginal com radiagao nao-
ionizante, de modo a auxiliar no tratamento da vulvovaginite, que
supere as limitagdes dos métodos usuais, de modo a suprir a ne-
cessidade do estado da técnica.

[12] Outro objetivo é prover um dispositivo e método que proporci-
one um tratamento minimamente invasivo, sem a utilizagdo de
agentes medicamentosos de uso topico, oral ou injetavel, e com alta
especificidade, porém podendo eventualmente utilizar agentes foto-
sensibilizadores.

[13] Adicionalmente, objetiva-se prover um dispositivo de facil ope-
racao.

[14] Também é objetivo deste prover um dispositivo de baixo custo
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de aquisicdo e que proporcione tratamentos igualmente de baixo
custo.

[15] Por fim, outro objetivo é prover um método simples e eficiente
de tratamento de vulvovaginite, bem como de demais infecgdes vul-
vo-vaginais e/ou demais problemas relacionados a mucosa vaginal.
[16] DESCRICAO RESUMIDA DA INVENCAO

[17] Tendo em vista os problemas e limitagées do estado da técni-

ca acima aludido e visando atender aos objetivos relacionados, foi
desenvolvido o dispositivo e método para o tratamento de vulvova-
ginite, objeto da presente patente, dito dispositivo, compreendido,
essencialmente: por emissor fonte de emisséo de luz que pode emi-
tir radiacao eletromagnética compreendia nas regides visivel, infra-
vermelha ou ultravioleta do espectro eletromagnético, que irradia luz
sobre o tecido vaginal; por unidade de processamento de dados
gue controla eletronicamente os emissores de luz; por dispositivos
de interface com o usuario, compreendidos: por visor e/ou chaves
eletrbnicas que controlam a operagéo do dispositivo; dito emissores
de luz apresentam-se montados numa peg¢a de mio e os demais
componentes alojados em uma carcaga-central do dispositivo. O
dispositivo com tal construgdo implementa um método compreendi-
do, substancialmente, por irradiar luz sobre o tecido vaginal,

[18] Assim, o presente dispositivo soluciona as limitagdes e pro-
blemas dos dispositivos similares do estado da técnica uma vez que
proporciona um tratamento minimamente invasivo e com alta espe-
cificidade de vulvovaginite, seja esta de origem fungica e/ou bacte-
riana, atendendo assim aos objetivos da invengao.

[19] O presente dispositivo é de facil operagdo, conforme é visto
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mais adiante neste relatério, atendendo assim outro objetivo da in-
vengao.

[20] O presente dispositivo, em consonancia com outros objetivos
da invengao, é de baixo custo de aquisi¢ado e proporciona um trata-
mento preciso e igualmente de baixo custo.

[21] LISTA DE FIGURAS

[22] Os desenhos anexos referem-se ao dispositivo e método para

tratamento de vulvovaginite, objeto da presente patente, nos quais:
[23] A fig.1 mostra o irradiador intravaginal de tipo com trés fileiras
de emissores radiais e um emissor frontal (axial) visto em perspecti-
va, tal que em (A) a pegca de mao de secgao triangular e o invoélucro
semitransparente apresentam-se montados um no outro; em (B) é
vista a pegca de mao separadamente e em (C) o invélucro tomado a
parte;

[24] A fig. 2 mostra o irradiador intravaginal de tipo com quatro fi-
leiras de emissores radiais e um emissor frontal (axial) visto em
perspectiva, tal que em (A) é vista a pega de mao com seg¢ado qua-
drada e o invélucro semitransparente montados e em (B) e em (C)
sao vistos a pega de mao e o invélucro semitransparente desmon-
tados um do outro;

[25] A fig. 3 mostra um versado do irradiador intravaginal de tipo
com um unico irradiador frontal (axial) em perspectiva: em (A) é vis-
ta a peca de mao e o invélucro montados; e em (B) e (C) sao vistos
a peca de mao e o invoélucro desmontados;

[26] A fig. 4 mostra uma versao do irradiador intravaginal de tipo
com um irradiador frontal (axial) e guia de onda em perspectiva, em

(A) com a peca de mao e o guia de ondas montados e em (B) e (C)
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desmontados; e

[27] A fig. 5 mostra todo o equipamento formado pelo irradiador
intravaginal e pela central de controle e processamento, tal que em
(A) e em (B) a central é vista em perspectiva a partir de faces late-
rais opostas.

[28] DESCRICAO DETALHADA COM BASE NAS FIGURAS

[29] Conforme ilustram as figuras acima relacionadas e é previsto

na invengao, o dispositivo, objeto da presente patente, € um dispo-
sitivo 1 para ser utilizado na irradiacao intravaginal.

[30] A concepgéao do presente dispositivo leva em consideragao:
[31] Que a vulvovaginite € uma doenga causada por fungos e/ou
bactérias.

[32] A terapia mediada por luz pode inativar microrganismos cau-
sadores da vulvovaginite por interagdo direta da luz com o tecido
bioldgico.

[33] A acédo da luz pode ou nao ser mediada por um agente foto-
sensibilizador

[34] Assim, de acordo com objetivo presente desta invengéo, a luz
emitida pelo dispositivo interage, diretamente ou por meio de um
agente fotossensibilizador, com o0s microrganismos causadores da
vulvovaginite, levando os mesmos a apoptose celular ou lise. Deste
modo, a colonizagdo pelos microrganismos nocivos € debelada,
contendo a infecgao.

[35] Com base nesses conhecimentos, adquiridos em pesquisas
para o desenvolvimento do dispositivo de irradiagao intravaginal 1
(fig. 5), objeto da presente patente, tem-se que dito dispositivo &

compreendido, essencialmente: por emissor ou emissores de luz
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10, que irradia(m) luz sobre a mucosa vaginal a ser tratada (figs. 1 a
4); e por central de processamento de dados 40 associada ao(s)
emissor(es) de luz intravaginal(is) 10 (fig. 5).

[36] O(s) emissor(es) 10 é(sdo) montado(s) em uma peca de mao
20 (figs. 1, 2, 3 e 4). A peca de mao 20 pode conter um ou mais
emissor(es) 10 disposto(s) radialmente, (emissor radial 10) de ma-
neira a irradiar a totalidade da mucosa vaginal (figs. 1 e 2), bem
como um ou um unico emissor frontal 10’ (fig. 3) (emissor axial 10’).
Nestes casos, o(s) emissor(es) radial(is) 10, axial 10’, montados na
peca de mao 20, deverdo estar contidos dentro de um invélucro
semitransparente 30 de modo a permitir a passagem da luz e nao
permitir o contato entre as fontes de luz e a parede vaginal; dita pe-
¢a de mao 20 e invélucro semitransparente 30 definindo configura-
¢ao selecionada para poder ser introduzida na vagina. Um unico
emissor axial 10’ e um guia de onda 31 para direcionar a luz para
dentro do canal vaginal (fig. 4) também pode ser utilizado.

[37] O dispositivo de irradiagéo intravaginal 1 é formado ainda por
central de processamento de dados 40 baseada em unidade de
processamento de dados (processador memdria) (fig. 5) que contro-
la eletronicamente as fontes de luz e que contém dispositivos de
interface com o usuario, compreendidos: por visor 41; botdes 42 de
controle individual dos emissores; e por chaves liga/desliga 43 que
ligam e desligam os emissores de luz. A unidade de processamento
e controle, visor, botdes circuitos desses componentes e auxiliares
dos mesmos e outros dispositivos auxiliares, como fonte; dispositivo
de alimentacao de energia elétrica dotado de corddo de conexdo a

rede e outros ficam montados dentro de uma carcaga-central 44,
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gue tem uma base externa 45 de apoio para a pega de mao 20
guando em desuso e em cujas superficies ficam montados o visor,
as chaves de controle e botao liga-desliga (fig. 5).

[38] Detalhando, o emissor de luz radial 10 e axial 10’ pode ser
compreendido, por exemplo, por laser de diodo ou de estado sélido
ou VECSEL ou microchip ou diodos emissores de luz (LED) ou
ldampadas ou lampada com filtros ou qualquer sistema gerador de
ondas eletromagnéticas adequado em qualquer regido do espectro
eletromagnético. Os emissores radiais 10 podem estar dispostos na
peca de mao 20 em qualquer posi¢cdo de modo a irradiar a mucosa
vaginal inteira, como, por exemplo, dispostos radialmente e espa-
¢ados regularmente por todo entorno da pega de mao 20, ou pode
ser previsto um unico emissor frontal axial 10’ disposto na pega de
mao 20 usado com involucro semitransparente 30 ou com um guia
de onda 31 ou dito emissor de luz pode ser constituido por um Unico
emissor com configuragdo selecionada para ser introduzido na va-
gina.

[39] Dentro das solugdes basicas adotadas acima descritas, plei-
teia-se que os emissores de luz possam estar dispostos de qual-
guer outra maneira, mesmo que diferente dos exemplos das fig. 1,
2,3e4.

[40] A unidade de processamento 40 é compreendida por micro-
processador, memaria e baseada em software adequado.

[41] O visor e as chaves podem ser quaisquer adequados, nor-
malmente usados em saida de video e controle de equipamentos
eletroeletrénicos, incluindo sistemas do tipo toque na tela "touch

screen”.

61



9/12

[42] Quando o dispositivo para irradiagédo vaginal 1 esta em funci-
onamento tem-se:

[43] A pega de mao 20 (dotada do(s) emissor(es) 10, 10’ e reco-
berta pelo invélucro semitransparente 30) € introduzida na vagina, e
0s emissores de luz 10, 10’ irradiam luz sobre a mucosa vaginal a
ser tratada.

[44] Os agentes microbiolégicos responsaveis pela vulvo-vaginite,
presentes na mucosa vaginal, absorvem a luz diretamente e/ou
através de mediadores.

[45] A absorgédo da luz irradiada, diretamente e/ou por meio de
mediadores, induz a apoptose (morte) celular dos agentes microbio-
I6gicos supracitados.

[46] O tempo, a poténcia e a energia luminosa depositada sobre o
tecido vaginal poderdo ser controlados pelo usuario e observados
no visor da central de processamento.

[47] Adicionalmente, devido a alta sensibilidade dos sistemas digi-
tais atuais, o sistema de emissdo de luz, do presente dispositivo,
pode ser de baixa poténcia, menor que 1 miliwatt, ndo causando,
portanto, danos ou alteragdes aos tecidos estudados. Todavia, po-
téncias mais altas também podem ser utilizadas por este dispositi-
vo.

[48] Com este equipamento, portanto, sera possivel irradiar a mu-
cosa vaginal.

[49] O presente dispositivo realiza, portanto, um método para irra-
diagao intravaginal, preferencialmente nao ionizante, porém nao li-
mitado a esta regido do espectro eletromagnético, compreendido,

essencialmente: por introduzir a pega de mao no canal vaginal a ser
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tratado; ajustar poténcia luminosa e o tempo do tratamento; seleci-
onar 0os emissores a serem acionados; irradiar luz na mucosa vagi-
nal.

[50] CAMPO DE APLICACAO

[51] O campo de aplicagdo do presente dispositivo sera em crian-

cas, adolescentes, adultos e animais, bem como em ensaios clini-
cos e laboratoriais, e servira para irradiar a mucosa vaginal de ma-
neira minimanete invasiva, de baixo custo e que nio exponha o pa-
ciente a riscos.

[52] Dentro da metodologia adotada acima, pleiteia-se que o dis-
positivo e método propostos possam também ser utilizados em tra-
tamentos de problemas relacionados a mucosa vaginal ou como
coadjuvante a outras formas de terapia.

[53] Pleiteia-se também que o dispositivo e método proposto pos-
sa ser utilizado para o tratamento de vaginites e vaginoses de ou-
tras etiologias como, por exemplo mas nao limitado a: Trichomonas
Vaginalis; Gardnerella e Mobiluncus, bem como infec¢des herpéti-
cas.

[54] Dentro das solugdes basicas adotadas acima descritas, plei-
teia-se que possam ser feitas modificagdes de materiais, dimen-
sOes, construgdes, etapas processuais sem que se fuja do ambito
de protecgao solicitado.

[55] Dentro disso, por exemplo, conforme ilustragdes, a pecga de
mao 20 é um corpo alongado que pode ser constituido: por trecho
de pega (cabo) 21 da extremidade livre do qual se deriva o cabo
elétrico 46 que segue para a unidade de processamento de dados

40; por trecho de base 22 prismatico, como, por exemplo, segao tri-
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angular (fig. 1) ou secg¢édo quadrada (fig. 2), ao longo de cujas su-
perficies laterais ficam montadas respectivas fileiras de emissores
radiais 10 e na superficie de topo um emissor frontal axial 10’. O in-
voélucro semitransparente 30 é cilindrico tem uma extremidade aber-
ta que se acopla no trecho base 22 e extremidade oposta semiesfé-
rica, porém esta extremidade pode possuir outras geometrias. Op-
cionalmente, pode ser prevista versdo dotada somente de um emis-
sor frontal axial 10’ (fig. 3) montado na extremidade livre da base 22
da peca de méo 20 e de invélucro semitransparente 30 montado
nesta ultima e que recobre o emissor frontal axial 10’).

[56] O dispositivo de irradiagdo intravaginal 1 de tipo com guia de
onda (fig. 4) tem a pega de mao 20 compreendida: pelo cabo 21;
por uma curta base cilindrica 22 em cuja face de topo fica montado
um emissor frontal axial 10’; e por um guia de onda tubular 31 com
extremidade aberta que se acopla na base 22 e extremidade oposta
plana ou esférica ou com qualquer outra geometria que propicie a
passagem de luz.

[57] Ao invés do dispositivo ser ligado direto a rede elétrica pode
ser ligado a uma base carregadora 110/220v.

[58] O dispositivo pode prever quaisquer outras solugbes que pro-
picie irradiar em tecido vaginal.

[59] O dispositivo pode ser provido com uma saida de impressao
em papel.
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REIVINDICACOES
1) “‘DISPOSITIVO PARA TRATAMENTO DE VULVOVAGINITE E
INFECCOES VAGINAIS”, caracterizado por emissor ou emissores
de luz intravaginal(is) (10), que irradia(m) luz sobre a mucosa vagi-
nal a ser tratada, adequada para induzir a apoptose ou lise (morte)
celular de agentes microbianos sendo que tal fonte de luz pode emi-
tir radiacao eletromagnética compreendia nas regides visivel, infra-
vermelha ou ultravioleta do espectro eletromagnético; e por central
de processamento de dados (40) de controle do(s) emissor(es) de
luz intravaginal(is) (10).
2) “‘DISPOSITIVO PARA TRATAMENTO DE VULVOVAGINITE E
INFECCOES VAGINAIS”, de acordo com a reivindicagéo 1, caracte-
rizado por emissor(es) intravaginal(is) de luz (10) montado(s) em
uma pega de mao (20) e por invélucro semitransparente (30) mon-
tavel na pega de méo (20) e que recobre os emissor(es) de luz in-
travaginal(is) (10); dita pe¢a de mao (20) e invélucro semitranspa-
rente (30) dotados de configuragdes selecionadas para introdugéo
na vagina e este ultimo adequado para permitir a passagem da luz
e impedir o contato dos emissor(es) de luz intravaginal(is) (10) com
a mucosa vaginal.
3) “DISPOSITIVO PARA TRATAMENTO DE VULVOVAGINITE E
INFECCOES VAGINAIS”, de acordo com a reivindicagdo 2 caracte-
rizado por peca de mao (20) que contém um ou mais emissor(es)
de luz intravaginal(is) radial(is) (10) que irradiam a totalidade da
mucosa vaginal e um unico emissor frontal axial (10)’.
4)  “DISPOSITIVO PARA TRATAMENTO DE VULVOVAGINITE E
INFECCOES VAGINAIS”, de acordo com a reivindicagdo 1, caracte-
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rizado por um emissor de luz frontal axial (10)’; por uma pega de
mao (20) que tem montado o emissor; e por um invélucro semi-
transparente (30) ou um guia de onda (31), que direciona a luz para
dentro do canal vaginal, montados na peg¢a de mao (20).

5) “DISPOSITIVO PARA TRATAMENTO DE VULVOVAGINITE E
INFECCOES VAGINAIS”, de acordo com a reivindicagéo 1, caracte-
rizado por um unico emissor de luz intravaginal com configuragéo
selecionada para introdugéo na vagina.

6) “DISPOSITIVO PARA TRATAMENTO DE VULVOVAGINITE E
INFECCOES VAGINAIS”, de acordo com a reivindicagéo 1, caracte-
rizado por central de processamento de dados (40) baseada em
unidade de processamento de dados (processador memdria) que
controla eletronicamente as fontes de luz; por dispositivos de inter-
face com o usuario, compreendidos: por visor (41); botbes (42) de
controle individual dos emissores; e por chaves liga/desliga (43) que
ligam e desligam os emissores de luz; por componentes e auxiliares
dos mesmos e outros dispositivos auxiliares, como fonte; dispositivo
de alimentacao de energia elétrica dotado de corddo de conexdo a
rede e outros, todos montados dentro de uma carcaga-central (44),
gue tem uma base externa (45) de apoio para a peca de méo (20)
guando em desuso e em cujas superficies ficam montados o visor,
as chaves de controle e botao liga-desliga.

7)  “DISPOSITIVO PARA TRATAMENTO DE VULVOVAGINITE E
INFECCOES VAGINAIS”, de acordo com as reivindicacdes 1 ou 2
ou 3 ou 4 ou 5, caracterizado por emissor de luz radial (10) e axial
(10) compreendido: por laser de diodo ou de estado sélido ou

VECSEL ou microchip ou diodos emissores de luz (LED) ou lampa-
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das ou lampada com filtros ou qualquer sistema gerador de luz
adequado em qualquer regido do espectro eletromagnético.

8) “DISPOSITIVO PARA TRATAMENTO DE VULVOVAGINITE E
INFECCOES VAGINAIS”, de acordo com a reivindicagéo 6, caracte-
rizado por central de processamento de dados (40) dotada de visor
e chaves quaisquer adequados, normalmente usados em saida de
video e controle de equipamentos eletroeletrénicos, incluindo siste-
mas do tipo toque na tela (touch screen).

9) “DISPOSITIVO PARA TRATAMENTO DE VULVOVAGINITE E
INFECCOES VAGINAIS”, de acordo com a reivindicagéo 1, caracte-
rizado por prover saida de impressao.

10) “METODO PARA TRATAMENTO DE VULVOVAGINITE E IN-
FECCOES VAGINAIS”, realizado pelo dispositivo das reivindica-
¢bes 1 a 9, caracterizado por introdugéo da pega de mao (20), con-
tendo emissor(es) de luz intravaginal(is) radial(is) (10) e/ou axial
(10)" e tendo montado invélucro semitransparente (30) ou guia de
onda (31), no canal vaginal a ser tratado; ajustar poténcia luminosa
e o tempo do tratamento na central de processamento de dados
(40); selecionar os emissores de luz intravaginais (10), (10)" a se-
rem acionados; irradiar luz na mucosa vaginal.

11) “METODO PARA TRATAMENTO DE VULVOVAGINITE E IN-
FECCOES VAGINAIS”, de acordo com a reivindicacdo 10 caracteri-
zado por irradiacdo intravaginal, preferencialmente nao ionizante,

porém nao limitada a esta regido do espectro eletromagnético.

68



69

1756

--------

-
\\\\\

10'30 10 20

10" 10 20

FIG. 1



2715

70



e

3/5

1yo 20

71



475

FIG. 4

72



73

5/5

0€-0¢-01-.01

|



RESUMO

“DISPOSITIVO E METODO PARA TRATAMENTO DE VULVOVAGI-
NITE E INFECCOES VAGINAIS”

O presente resumo refere-se a uma Patente de Invengao para dispo-
sitivo e método para tratamento de vulvovaginite, pertencente ao
campo dos equipamentos usados em medicina e destinado a realizar
tratamento de vulvovaginite em mucosa vaginal, compreendido, es-
sencialmente: por emissor ou emissores de luz intravaginal(is) (10),
gue irradia(m) luz sobre a mucosa vaginal a ser tratada, adequada
para induzir a apoptose (morte) celular de agentes microbianos; e por
central de processamento de dados (40) associada ao(s) emissor(es)

de luz intravaginal(is) (10).
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