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RESUMO

C. albicans é responsavel por quase 78% das infecgdes fungicas em
hospitais. Os antifungicos sédo o tratamento padrao utilizado nestas infecgdes,
porém, € necessario o uso prolongado, que pode, desencadear a selegédo de
cepas resistentes, além de efeitos colaterais, tais como, a toxicidade hepatica. A
Terapia Fotodinamica (TFD) € uma opgao terapéutica que apresenta a vantagem
de ndo promover resisténcia, pois, € baseada no uso de um fotossensibilizador
como agente microbiano que atua por ativagdo com luz na presencga de oxigénio,
agindo por meio da acado de espécies reativas de oxigénio (ERO). O Azul de
Metileno (AM), € amplamente investigado como agente antimicrobiano para TFD,
porém, nem sempre efetivo. Em fungao das condi¢cbes/protocolos selecionados
o AM pode agregar afetando sua agao fotoquimica/fotobioldgica, e, inviabilizando
o tratamento. Nosso grupo de pesquisa mostrou que o controle da agregagao do
AM por meio da associagao com dodecilsulfato de sédio (SDS) potencializa a
acao da TFD. Porém, além disso, a dosimetria também apresenta papel
importante nos resultados. Assim, o objetivo deste estudo foi comparar a
dosimetria da TFD em C. albicans utilizando AM veiculado em SDS. Foram
realizados ensaios para quantificar as Unidades Formadoras de Colbnias
(UFC/mL) utilizando o AM em diferentes meios, e paradmetros dosimétricos
distintos, séo eles: Controle (agua), SDS (0,25%), AM (20 mg/mL) e AM/SDS;
Irradiancias de 3,7; 11,2; 18,6 e 26,1 mW/cm? variando os tempos de irradiacao
para atingir as Exposi¢coes radiantes de (4,4; 17,8 ; 26,7 e 44 J/cm?). Os
resultados obtidos mostraram que o efeito antimicrobiano da TFD do AM
associado ao SDS é sempre mais efetivo do que do AM veiculado em agua. Além
disso, para uma mesma |, somente verifica-se aumento no efeito antimicrobiano
em fungdo do aumento da ER na maior | (26,1 mW/cm?). Ao comparar o efeito de
diferentes | em um mesmo parametro de ER, foi possivel observar que apesar
de na menor ER nao haver correlacéo entre o efeito antimicrobiano e a |, em todas
as demais ER avaliadas essa correlacdo existiu. Conclui-se que
independentemente da dosimetria utilizada, a TFD com AM/SDS tem acao
antimicrobioana maior que o AM em agua. Segere-se o0 uso de ER acima de
18J/cm? e | acima de 26Mw/CM?, visto que nestes casos, o aumento da
dosimetria esta correlacionado a maior efeito antimicrobiano.

Palavras-chave: Fotoquimioterapia, Metacromaticidade,

Fenotiazinicos, Dosimetria, Dodecilsulfato de sédio.
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RESUME

C. albicans is responsible for nearly 78% of fungal infections in hospitals.
Antifungals are the standard treatment used in these complications, however,
prolonged use is necessary, which may lead to the selection of resistant strains, in
addition to side effects, such as liver toxicity. Photodynamic Therapy (PDT) is a
therapeutic option that has the advantage of not promoting resistance, as it is based
on the use of a photosensitizer as a microbial agent that acts by activation with light
in the presence of oxygen, acting through the action of reactive species. of oxygen
(ROS). Methylene Blue (MA) is widely investigated as an antimicrobial agent for
PDT, but not always effective. Depending on the selected conditions/protocols, AM
can aggregate, affecting its photochemical/photobiological action, and, making the
treatment unfeasible. Our research group showed that the control of AM
aggregation through association with sodium dodecyl sulfate (SDS) potentiates the
action of PDT. However, in addition, dosimetry also plays an important role in the
results. Thus, the objective of this study was to compare PDT dosimetry in C.
albicans using AM transmitted in SDS. Tests were carried out to quantify the Colony
Forming Units (CFU/mL) using MA in different media, and different dosimetric
parameters, namely: Control (water), SDS (0.25%), AM (20 mg/mL) and AM/SDS;
Irradiances of 3.7; 11.2; 18.6 and 26.1 mW/cm2 varying the irradiation times to
reach Radiant Exposures of (4.4; 17.8; 26.7 and 44 J/cm?). The results showed that
the antimicrobial effect of the PDT of the AM associated with the SDS is always
more effective than that of the AM conveyed in water. Furthermore, for the same |,
there is only an increase in the antimicrobial effect due to the increase in RE in the
highest | (26.1 mW/cm2). When comparing the effect of different | on the same ER
parameter, it was possible to observe that, although in the smallest ER, it was not
modified between the antimicrobial effect and the I, in all other ER evaluations that
existed. It is concluded that regardless of the dosimetry used, PDT with AM/SDS
has a greater antimicrobial action than AM in water. The use of RE above 18J/cm?
and | above 26Mw/CM? is suggested, since in these cases, the increase in

dosimetry is correlated with a greater antimicrobial effect.

Keywords: Photochemotherapy, Metachromaticy, Phenothiazinium dyes,

Dosimetry, Sodium dodecyl sulfate.
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1. Introducgao
1.1. Candida

As espécies de Candida sdo organismos que vivem naturalmente em
individuos saudaveis. Sao fungos oportunistas, participantes em uma
diversidade de doencgas superficiais e sistémicas'. Atualmente, a literatura
apresenta cerca de 200 espécies distintas de Candida spp. que podem provocar
infecgbes, porém, grande parte, aproximadamente 95% das candidiases
invasivas, sdo promovidas pelas seguintes espécies de Candida spp: C.
albicans, C. glabrata, C. tropicalis, complexo C. parapsilosis e C. Kkrusei.
Aproximadamente 50% dos isolados de Candida spp. encontrados no sangue,
sdo causadas por C. albicans, sendo, C. glabrata a segunda em frequéncia,
representa 25% das espécies?.

Candida albicans é considerada uma das espécies de fungos mais
prevalentes da microbiota humana, possui como uma de suas principais
caracteristicas, a colonizacdo de forma assintomatica®. Porém, em condigdes
desfavoraveis, ha possibilidade de desenvolvimento de infec¢des graves e certo
risco de vida sempre que as condigdes do hospedeiro tornam-se vulneraveis,
como, por exemplo; alteracdes significativas no sistema imune, modificagdes no
pH e microbiota residente*. Candida albicans modifica-se de forma adaptativa no
metabolismo e morfogénese, sendo assim, permitindo que este fungo se adeque
as variabilidades no hospedeiro®.

Varios fatores de riscos estdo associados a infecgdes por Candida
albicans, dentre eles, estdo; uso de antibidticos de amplo espectro, longos
periodos em Unidades de Terapia Intensiva (UTI), cirurgias complexas que
demandam longos periodos no centro cirdrgico, pancreatite necrosante,
hemodialise e pacientes imunodeprimidos. Outros fatores de risco para
desenvolvimento de infeccdes causadas por C. albicans, estao os pacientes que
foram submetidos a transplantes de 6rgaos solidos, tais como; figado, rins,
pancreas, coracao e pulmodes. O transplante de medula 6ssea, pacientes
portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), pacientes portadores de
cancer, individuos nascidos em parto prematuro e idosos, podem desenvolver,
desde uma simples micose inofensiva, a infecgbes sistémicas de grande

importancia, como a candidiase®.
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Dentre os tipos mais comuns de candidiase, estdo; candidiase oral,
vaginal, pele e intestinal. A candidiase oral, pode também, ser denominada de
estomatite dentaria, ou até mesmo, de candidiase eritematosa, nesse caso,
quando promovida em situagdes de protese total ou parcial removivel”.

A estomatite protética é a infecgao mais prevalente que atinge a mucosa
do palato e o rebordo alveolar, que esta interligada diretamente com a base da
prétese’. A taxa de desenvolvimento possui uma variagdo média, entre, 25-67%,
e a prevaléncia é proporcional a elevagdo da idade’. Outros fatores que podem
favorecer de forma significativa a etiologia da estomatite dentaria, estdo a
oclusdo traumatica, higiene bucal e de prétese ineficazes, longa permanéncia da
utilizacado da protese, processos alérgicos associados aos materiais da proétese,
tabagismo, xerostomia, condigdes sistémicas, diabetes e imunodeficiéncia’. C.
albicans € a espécie fungica mais comum associada em pacientes com
estomatite protética, ela é responsavel por aproximadamente 70% dos casos de
infecgao?.

A candidiase vulvovaginal, demonstra-se como uma das formas mais
tradicionais de infec¢ao genital feminina, atinge 75% das mulheres, pelo menos,
uma vez na vida®. Geralmente, &€ mais comum em mulheres na pré-menopausa,
entretanto, também afeta mulheres na pds-menopausa, em tratamentos
hormonais, principalmente o estrogénio. Sao considerados fatores de risco para
o evento; atividade sexual, antibidtico terapia recente, gestagdo e a
imunossupressao associada ao HIV descompensada, além do diabetes tipo 2°.
A sua forma recorrente, acomete em meédia, cerca de 5 a 8% das mulheres e
conceitua-se por 4 ou mais episodios em 1 ano®. Esta diretamente ligada a um
desequilibrio da microflora vaginal, como consequéncia, alteragdo quantitativa
e/ou qualitativa dos Lactobacillus e desenvolvimento de outros comensais da
mucosa vaginal, como Candida albicans®.

A candidiase vulvovaginal é a segunda infecgéo genital mais incidente nos
Estados Unidos e no Brasil, %' representa 20% a 25% das leucorréias de
natureza infecciosa, antecedida unicamente pela vaginose bacteriana. Na
Europa, é a primeira causa de vulvovaginite®'" um disturbio provocado pelo
desenvolvimento atipico de fungos do tipo leveduras na mucosa do trato genital
feminino. A candidiase vulvovaginal tem como fator etiolégico os fungos do tipo

leveduriformes; grande parte relacionado ao género Candida. Cerca de 80% a
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90% dos casos sao devidos a C. albicans; 10% a 20%, a outras espécies
chamadas néo - C. albicans (C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis,
C. pseudotropicalis, C. lusitaniae), sendo C. glabrata a segunda espécie em
frequéncia.

A candidiase vulvovaginal se caracteriza por uma infecgdo de vulva e
vagina, disseminada por leveduras comensais que residem na mucosa vaginal.
Essas leveduras tornam-se patogénicas quando o sitio de colonizagdo do
hospedeiro tornam-se vulneravel para o seu desenvolvimento'®. Essa infecgdo
possui como caracteristicas principais; prurido, ardor, dispareunia (relagcéo
sexual dolorosa) e pela excrecdo de secregdo vaginal em grumos.
Frequentemente, a vulva e a vagina ficam edemaciadas e hiperemiadas, em
algumas situagdes, seguido de ardor ao urinar e sensacao de queimadura. Estas
lesbes geralmente estendem-se por perineo, regidao perianal e inguinal. Esta
leucorreia, que normalmente é branco e espesso, € inodoro, e, quando
depositado nas vestes a seco, tem aspecto farinaceo. Em situagdes comuns, nas
paredes vaginais e no colo uterino, pequenos pontos branco-amarelados sao
percebidos. Estes sintomas normalmente se agravam no periodo pré-menstrual,
quando o pH vaginal torna-se mais acido'%",

A candidiase cutanea regularmente ocorre quando ha condigdes
favoraveis, tais como; umidade, temperatura e pH propicias, como nas dobras
da pele, sob fraldas de recém-nascidos, e em climas tropicais. Diabetes mellitus
e o HIV também estdo relacionados a candidiase cutdnea. Quando aguda,
apresenta-se de diversas formas: intertrigo (localizado nas dobras da pele como
axilas, virilha, sulco intergluteo, prega submamaria, e em pessoas obesas na
prega suprapubica), produzindo intenso eritema, edema, exsudado purulento e
pustulas, erosao interdigital, foliculite (determinada pela infeccdo do foliculo
piloso principalmente em pacientes com HIV), onicomicose e paroniquia™?.

Na atualidade, a onicomicose envolve mais tipicamente as unhas dos
dedos dos pés em comparagao com as das maos, com excecao das infecgdes
por Candida'?'3, Ela afeta individualmente ou de forma associada as mucosas
da pele, unhas, e, em algumas situacdes, demais 6rgéos. E de distribuicdo
universal, mais comumente, em recém-nascidos, porém, pode acometer adultos

e idosos™3.
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Candida albicans, pode provocar infecgoes intestinais, uma vez que este
fungo é naturalmente um microrganismo encontrado neste local'4. Este fungo é
capaz de penetrar a barreira do epitélio intestinal, por meio de células
microfoldadas (canais celulares que permitem a abertura e fechamento para
regular o fluxo de substancias e microrganismos no intestino), e na corrente
sanguinea'. O potencial de defesa da barreira intestinal contra este invasor, é
totalmente dependente de respostas imunes inatas e adaptativas que permitam
ao hospedeiro disseminar fungos patogénicos™.

Por mais que C. albicans seja participante do intestino humano, cavidade
oral e microflora vaginal, também ¢é a principal causa de fungemia nosocomial.
Em alguns individuos vulneraveis, entende-se que as infecgdes por C. albicans
se espalhem pelo Trato Gastrointestinal; esta possibilidade € embasada por
conhecimentos adquiridos de estudos em pacientes e modelos animais’. C.
albicans pode ser precursora de doengas com risco de vida com taxas elevadas
de mortalidade em pacientes imunocomprometidos, bem como, em pacientes
realizando terapia imunossupressora. C. albicans € o patdogeno fungico mais
comum visto em pacientes de unidade de terapia intensiva (UTI) e promove
infeccbes que podem promover sepse grave e choque séptico, ambos
relacionados a elevadas taxas de morbidade e mortalidade'.

As infecgbes causadas por fungos, tém elevado significativamente nos
ultimos anos e sao fontes de uma importante causa de mortalidade e morbidade
em pacientes internados em unidades hospitalares’. As espécies de
Candida sao responsaveis por até 78% das infecgdes por fungos hospitalares’.
Ainda é possivel afirmar que a taxa de colonizagdo em individuos internados é
considerada superior @ da comunidade de uma forma geral'®. Procedimentos
clinicos, doenga subjacente e maior permanéncia em internagdes, podem
contribuir para a ligeira disseminacdo de agentes colonizadores que podem
causar infecgoes’®.

Ultimamente, o numero de candidiases com etiologia provocada por
espécies de Candida ndo-albicans vem se intensificando. Na década de
sessenta, apenas cinco espécies de Candida eram conhecidas na literatura
como causadoras de doencas em humanos, incluindo C. albicans, C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. stellatoidea e C. guilliermondii. Em 2003, era sabido

até aquele momento, dentro de um género de quase 200 espécies descritas,
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apenas 17 eram as que promoviam micoses superficiais ou invasivas. As
principais espécies de interesse clinico sdo: C. albicans, C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. guilliermondii e C. lusitaniae. Todavia, tem
sido progressivo o relato de casos de candidiases superficiais e invasivas
relacionadas a espécies emergentes de Candida, envolvendo isolamentos de C.
dubliniensis, C. kefyr, C. rugosa, C. famata, C. utilis, C. lipolytica, C. norvegensis,
C. inconspicua, C. haemulonii, dentre outras'?.

Durante muitos anos, imaginava-se que as leveduras atuavam de forma
secundaria no processo da patogénese, ou seja, ndo era necessariamente ativa
na efetividade da infecgao fungica. Desta forma, a debilidade organica ou imune
do hospedeiro era entendida como unico mecanismo precursor para o
desdobramento da infecgdo oportunista’. Nos ultimos anos esse conceito tem
sido alterado. E unanime que esses microrganismos participam de forma ativa
do processo fisiopatogénico da doenca, atribuindo os mecanismos de agressao
conhecidos como fatores de viruléncia'’®. Os fatores de viruléncia de maior
importancia das leveduras sdo: capacidade de expressao de enzimas
extracelulares, fosfolipases e proteinases, que degeneram os tecidos do
hospedeiro; produgcdo de substancias tdxicas que causam lesdo celular;
capacidade de adesao a células e tecidos; formacgao de biofilmes sobre células
e superficies inanimadas; produgéo de tubo germinativo por algumas espécies
de Candida spp.; producao de hemolisinas; hidrofobicidade da superficie celular
e resisténcia ao perdéxido de hidrogénio. Todavia, sabe-se que ha uma agao
sinérgica entre varios mecanismos de agressao, nas quais, quando associados
ao declinio na resposta imunoldgica do hospedeiro, € possivel o aparecimento
da candidiase’®.

C. albicans pode se desenvolver em uma diversidade de formatos
morfoldgicos, diversificando de levedura em brotagdo a pseudo-hifas e hifas
(Figura 4)'". C. albicans é um fungo que se apresenta comumente sob formas
leveduriformes, isto €, de morfologia arredondada, formada por microrganismos
unicelulares. Apresenta-se no estado saprofitico (fungos que se alimentam
absorvendo matéria organica em decomposigio), nesta, quando associado a
colonizagédo assintomatica’®. Podem apresentar-se em formas filamentosas
(pseudo-hifas e hifas verdadeiras), sendo que essas morfologias sé&o

identificadas em processos patoldgicos’®. Quando este fungo esta situado em
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condigdes de crescimento favoravel, pode promover a criagao de clamiddsporos
(esporos arredondados que possuem uma espessa parede celular). Assim, esse
fungo provavelmente se adaptara a distintos abrigos bioldgicos. Desta forma,
C.albicans é considerado um organismo pleomorfico, isto €, possui capacidade

de variar sua forma de acordo com o periodo do ciclo de vida/reprodutivo ou das

condigbes ambientais’©.

Figura 4. Morfologia de C. albicans. Leveduras, Pseudohifas e Hifa
verdadeira'®.

Na morfologia apresentada por hifas, se intensifica pela forma mais
patogénica'. Obviamente as condigbes do hospedeiro sdo de extrema
importancia para que este fungo possa desencadear importantes infecgdes©.
Contudo, as diferengas na capacidade que este fungo possui em causar doengas
com suas manifestagdes clinicas entre hospedeiros suscetiveis séo relevantes™©.
O fungo ndo é considerado apenas um coadjuvante no processo infeccioso,
podemos observar diversos fatores de viruléncia®.

A viruléncia de um microrganismo € conceituada como sua capacidade de
disseminar doenga mediada por varios fatores'®. Todavia, apesar de alguns
aspectos da viruléncia serem definidos geneticamente, eles sdo viabilizados
pelos microrganismos somente quando o seu hospedeiro se posiciona em uma
condigdo imunolégica desfavoravel, ou dentre algumas outras condic¢des, tais
como; teor nutricional, atmosfera de oxigénio e temperatura'. Entretanto, essas

situagdes sao especificas para cada microrganismo, devendo promover variagao
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de hospedeiro para hospedeiro'?. Dentre os fatores de viruléncia de C. albicans
que sao protagonistas e possuem grande relevancia no processo infeccioso,
estdo; adesdo a substratos inertes e biologicos, formacéo de tubo germinativo
com consequente desenvolvimento da forma filamentosa, variabilidade
fenotipica, variabilidade genotipica, producdo de toxinas e enzimas
extracelulares hidroliticas, variabilidade antigénica, imunomodulagdo dos
mecanismos de defesa do hospedeiro e hidrofobicidade de superficie celular'®.

Poucos microrganismos nao-invasivos encontram-se aderidos a
superficie hospedeira, outros, usam essa adesao como a etapa inicial para a
ocupacgédo tecidual'®. O acontecimento inaugural na patogénese de doengas
infecciosas é a aderéncia microbiana aos tecidos hospedeiros. E requisito
considerado basico para que uma infeccado seja estabelecida que o patégeno
entre em contato com a camada de cobertura da superficie epitelial da mucosa
do hospedeiro. A aderéncia duradoura entre o fungo e o tecido do hospedeiro
suplica o estabelecimento de liga¢gdes caracteristicas entre estruturas
complementares presentes no exterior do patdgeno e da célula epitelial’®. A
adesado de patdogenos a superficie de células eucaridticas € conciliada por
macromoléculas intituladas de adesinas (estruturas da superficie do
microrganismo que interatuam com receptores caracteristicos nas células
eucarioticas)'°.

Um fungo pode manifestar uma ou mais adesinas, e essa expressao &
organizada por fatores ecossistémicos ou do proprio hospedeiro™. Ha indicios
que C. albicans pode gerar mais de uma estrutura adesiva, sendo que, a uma
manoproteina estd primordialmente proposta a incumbéncia adesiva nas
maneiras de ades&o'®. A adeséo de C. albicans a superficies mucosas tem sido
representada como um significativo passo no processo infeccioso,
especialmente na cavidade oral e na mucosa vaginal'®.

Hidrofobicidade de superficie celular: Representa Vviruléncia
exacerbada, certamente por incentivar fenbmenos de aderéncia, vigor a
fagocitose e germinagdo. Mesmo sabendo que o mais potente mecanismo
abrangendo a aderéncia esteja naturalmente relacionado com uma adesina
manoproteina de C. albicans, HSC tem sido retratada por diversos

pesquisadores como ligada na aderéncia®.
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Producdo de tubos germinativos: A competéncia de mudanga
morfolégica de C. albicans tem sido colocada como significante fator de
viruléncia'®. As hifas possuem elevada habilidade de aderir e adentrar nas
células epiteliais humanas quando comparadas aos blastoconidios™.
Microrganismos incapazes de gerar hifas perdem a viruléncia de seus
parentais'®. Essas transi¢gdes simbolizam uma resposta do fungo a modificagbes
nas circunstancias ecossistémicas e permitem a sua adequagédo a desiguais
nichos bioldgicos, e a decorrente disseminacgéo fungica nas células humanas°.
Esses indicios fortalecem o conceito de que a pericia de formar hifas simboliza
significativa incumbéncia na patogénese de C. albicans. Estudos ja mostraram a
fusdo entre sinais clinicos de CVV e a criagdo de tubos germinativos pela
levedura’®.

Variabilidade fenotipica: Pode ser definido como modificagao fenotipica
na morfologia das colonias de C. albicans. Geralmente sdo existentes diversas
distingbes entre as colbnias que apresentam variabilidade e as demais,
abrangendo alteragdes no formato, estruturas de superficie celular e germinagao
a 37°C, que apresentam ser mais virulentas'©.

Variabilidade genotipica: Dentre os sistemas de tipagem molecular
usados para diferenciar isolados de C. albicans, pode-se realgar o polimorfismo
de fragmentos de DNA conseguidos com enzimas de restricdo. Diversos estudos
genéticos tém definido que, na maior parte dos casos de Candidiase Vulvovaginal
recorrente (CVVR), um unico isolado tem sido incumbido pelos acontecimentos
sintomaticos continuos. Contudo, a levedura causadora pode ser substituida em
algumas circunstancias™®.

Producdo de exoenzimas: Diversas estruturas desenvolvidas por C.
albicans tém sido relacionadas a infeccéo, ou seja, determinadas como fatores
de viruléncia. As infecgbes por esse microrganismo estdo diretamente
associadas com a disseminagao de exoenzimas. Recentemente, elas tém sido
conhecidas como um dos mais relevantes fatores de viruléncia de C. albicans™.
Espécies alteraveis de C. albicans, com habilidade de secrecao de proteinases
deficiente ou diminuida, sdo minimamente virulentas quando comparado com as
que possuem essa especificidade. As enzimas do tipo fosfolipase, da mesma
forma, estdo relacionadas a viruléncia de C. albicans™®.

Tigmotropismo e internalizagao: A etapa primaria da infecgédo a
superficies mucosas pelas matrizes filamentosas de C. albicans é habitual como
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tigmotropismo, que consiste em um contato dirigido, em adigdo a liberagao de
diversas enzimas hidroliticas, sendo a mais relevante, nesse caso, a
fosfolipase’®. Apesar de nao fagociticas, culturas de células epiteliais vaginais e
bucais, mostram um fendmeno denominado ‘"internalizagdo celular" de
organismos e ostentam uma fagocitose diferente. Porém, tem sido referido que
blastésporos de C. albicans, independente de sua viabilidade, sdo capazes de
provocar fagocitose em cultura de células endoteliais’®. Exclusivamente as
pontas das hifas em desenvolvimento e ndo os blastésporos aparentam invadir
exatamente na superficie das células epiteliais (internalizagdo) e em suas
juncdes (tigmotropismo), sugerindo que um mecanismo nao prevalece sobre o
outro para penetragéo nos tecidos pelas leveduras™®.

A aderéncia de um microrganismo cogitando na sua competéncia de
formar biofilmes (diferente tipo de aderéncia, na qual, os microrganismos
constituem agregados unicelulares, produzindo estruturas multicelulares que
aderem a superficies). Sua criagdo acontece em retorno a uma diversidade de
condicdes, incluindo elevada densidade celular, abstinéncia de nutrientes e
estresse fisico ecossistémico’®. Na Candidiase Vulvovaginal, a consideragao da
competéncia da criacdo de biofime €& de grande relevancia, devido a
probabilidade de episédio em dispositivos intra-uterinos (DIU). Todavia,
apresenta-se significancia nas infec¢gées nao associadas ao DIU, pois, algumas
células fungicas na mucosa vaginal podem estar com uma combinagcdo de
espécies disseminando biofilmes, além disso, com bactérias residentes. Essas
leveduras possuem elevada resisténcia a terapia antifungica tradicional e isso
pode ser encarregado pela ndo-erradicagdo da C. albicans do limen vaginal®.

E importante entender que, como em diversos outros patégenos, se
estabelece certa potencialidade em causar infecgdes, quando ocorre a
capacidade de formar biofilmes'. Quando formados, os biofilmes de C.
albicans sao resistentes a agentes antifungicos e a resposta imunolégica do
hospedeiro, e podem atuar como reservatérios para manter infecgdes
persistentes, bem como, para semear novas infecgdes em um hospedeiro®.

As proteinases secretorias, como fatores de viruléncia da Candida,
costumam efetivar a potencialidade dos organismos fungicos em ocupar e
penetrar no tecido do hospedeiro e promover alteragdes significativas no sistema

imune'. O desenvolvimento de fosfolipase € outro fator de grande importancia
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de viruléncia de C. albicans, que promove a ligagao do fungo ao tecido alvo e
desencadeia uma via de entrada no tecido apos a hidrolise de fosfolipidios e a
degradagdo das membranas celulares’. Além de que, a hemolisina, descreve-se
como outra enzima extracelular, que colabora para a ocupacéao de leveduras pela
absorcao de ferro'. A criacdo do biofilme, outra causa de viruléncia de C.
albicans, exerce um papel centralizado na patogénese dos fungos, por meio da
produgdo em massa de pseudo-hifas’. O biofilme abrange células de levedura
densas e hifas, que devem promover a resisténcia antifungica, como também, o

ressurgimento constante de infecgdes por Candida’.

1.2 Tratamento das infecgoes flingicas

As doengas bacterianas e fungicas atacam centenas de milhares de
pessoas ao redor do planeta diariamente. Milhares de doses de antibidticos sao
receitados todos os anos para tratar essas infecgdes, desta forma, intensificando
a problematica vivenciada da elevagdo da resisténcia bacteriana/fungicas a
estes antibidticos. A contrapartida que a sociedade precisa arcar em relagao a
esta desordenada utilizacdo farmacolégica, €, além do custo monetario
anualmente muito elevado para tratar estas infecgoes resistentes, diversas vidas
sdo ceifadas decorrentes de terapias ineficientes??. O tratamento das infecgdes
fungicas sdo comumente realizados por meio do uso dos antifingicos azéis?'.

Dentre os antifungicos utilizados no tratamento de candidiases invasivas,
podemos destacar os triazélicos, como; fluconazol, derivados poliénicos, como
anfotericina B, e, do grupo das equinocandinas, a caspofungina?.

O fluconazol é abrangentemente usado, pois, € apontado como primeiro
antifungico sistémico com toxicidade minimizada e excepcional representagéo
farmacocinética, além de apresentar formulagdes orais e/ou intravenosas?.
Porém, seu uso durante grandes per iodos e de forma indiscriminada, é
responsavel por desencadear nas ultimas décadas, modelos de cepas
resistentes?®.

No Brasil, infeccdes por Candida spp tem se apresentado de 2 a 15 vezes
mais incidente que em paises do Hemisfério Norte, tendo sido o quarto principal
fungo isolado em hemoculturas. A resisténcia fungica desta, tem ocorrido

fortemente aos azdélicos?4.
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Varios sdo os fatores que viabilizam a resisténcia fungica aos antifungicos,

dentre alguns, séao eles:

Resisténcia clinica: E promovido quando o fungo é aparentemente vulneravel
ao antifungico in vitro, porém, ndo in vivo, devido a impossibilidade do antifungico
agir no seu alvo. Geralmente ocorre pacientes imunodeprimidos, neutropénicos,
infeccdo em tecidos com pouca vascularizagdo ou abcessos fechados,
descomprometimento do tratamento por parte do paciente, formacédo de

biofilmes em proéteses e cateteres??.

Producdo de Biofilme: Algumas espécies de leveduras do género

Candida possui habilidade de formar biofilme, C. albicans é uma delas?.

Resisténcia microbiolégica: Envolve mecanismos moleculares e pode se
apresentar de forma intrinseca ou adquirida. A resisténcia intrinseca € uma
caracteristica fenotipica de determinada espécie de microrganismo e confere a
ele a resisténcia inata antes da exposicao ao antifungico. Geralmente acontece,
por exemplo, com a espécie de C. krusei, que possui resisténcia intrinseca ao
fluconazol?2. A resisténcia adquirida ocorre em microrganismos que que tiveram
a capacidade de promover mutacées apos serem expostas ao antifungico e
posteriormente houve a sele¢ao, sobrevivéncia e proliferacao daqueles mutantes

resistentes?2,

Em estudos realizados na Colémbia entre 2003 e 2015, foi listado que a
regularidade de resisténcia de C. albicans ao fluconazol altera entre 1,1 e 8,6%.
Dentre os mecanismos associados a resisténcia antifungica, o que podemos
indicar inicialmente a reducao da sensibilidade de Candida aos azéis, € a indugcao
de bombas de expulsdao que reduzem a concentracdo do farmaco na célula
fungica?3.

O grupo inicial dessas proteinas de membrana corresponde as CDRs,
grupo de transportadores do tipo ABC (cassete de ligagado ATP), que expulsam
diversos compostos através de um mecanismo ativo submisso de ATP. Em C.
albicans que tenham descritos, dois desses genes, a CDR1 e CDR2, sao sobre-
expressas em mais de 50% das estirpes resistentes antifungicas?®. O gene
MDR1 codifica a proteina de 564 aminoacidos, conhecida como Mdr1, que € um

condutor tipo | de distintas moléculas, englobando drogas. Esta proteina
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pertence a superfamilia da Grande Facilitadora (SGF). Foi exposto que sua
super-expressao contribui para o curso externo de azéis, geralmente utilizado no
tratamento da infecgdo por C. albicans?3.

Outro mecanismo habitual de resisténcia em espécies de Candida é a
super-expressao do gene que codifica a enzima alvo (ERG11), que eleva os
niveis da enzima 14a lanosterol desmetilase na membrana do fungo e pode guiar
os azois a ndo terem compatibilidade com a enzima?3.

Além disso, em relacdo ao fluconazol e a caspofungina, ambos
apresentam efeitos adversos farmacologicos, e ainda, toxicidade?®. Como esses
farmacos possuem a metabolizacdo por via hepatica, os principais efeitos
adversos apresentados, sdo nauseas e vomitos, quando administrados por via
sistémica, além de eritema, ardéncia, descamacéo, edema, prurido, urticaria e
formagao de vesiculas no uso topico?®. Mediante as desvantagens apresentadas
pelos tratamentos convencionais, nota-se a importancia do desenvolvimento de
outros métodos terapéuticos, a fim de que seja possivel melhorar a eficacia do
tratamento, além de minimizar ou erradicar os afeitos colaterais. Neste sentido,
a terapia fotodindmica (TFD) tem se demonstrado uma excelente opgao

terapéutica, como uma forma de tratamento promissora?’.

1.3 Terapia Fotodinamica

A TFD é utilizada para destruicao seletiva de um tecido e requer um
agente fotossensibilizador (FS), no tecido-alvo, uma fonte de luz e
0xigénio?829:30:31. O mecanismo de agéo da terapia fotodinadmica é exemplificado

pelo Diagrama de Jablonski, conforme apresentado na Figura 5.
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Figura 5. Diagrama de Jablonski (adaptado de Biofot6nica, conceitos e aplicagées, 2017)

Quando um féton de luz é absorvido pelo fotossensibilizador, ocorre a
excitacdo do mesmo, saindo de seu estado fundamental, e atingindo o estado
excitado singlete. Assim, o FS podera regressar ao estado fundamental por
emissao de fluorescéncia, por processos nao radiativos ou passar ao estado
excitado tripleto. No estado tripleto o FS podera reagir com o oxigénio molecular
de duas formas diferentes; formar espécies reativas de oxigénio (reagao do tipo
1) ou formar o oxigénio singlete (reagéo do tipo 11)32.

O azul de metileno (AM) é o corante mais conhecido quando se trata da
TFD antimicrobiana, sendo conhecido por sua elevada absorg¢ao da luz na regiao
vermelha do espectro eletromagnético 30-33-37 Entretanto, ndo ha um consenso
nos parametros dessa terapia, tais como, concentracdo do AM, meios de
veiculagao, tempo de incubagao no escuro (ou também chamado de tempo de
pré-irradiacao), irradiancia (l), exposicao radiante (ER), tempo de irradiacao,
entre outros fatores, como demonstrado na revisédo bibliografica realizada pelo
presente estudo (Tabela 1).

Em relacdo aos parametros associados ao fotossensibilizador, a
concentracdo e o meio de veiculagdo sado parametros que devem ser
padronizados. Em termos da concentracao do AM, a variedade de grandezas
utilizadas pode dificultar leitores das diferentes areas que utilizam TFD.
Convertendo todas as concentracdes utilizadas nos artigos para uma mesma
unidade, nota-se variagéo entre 5 e 626 umol/L (Tabela 1).

Em termos do meio de veiculagdo do AM, a maioria dos artigos refere
agua, solucao fisiolégica, PBS ou meio de cultivo. Recentemente foi relatado que
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o meio de diluigdo do FS é extremamente relevante para a eficiéncia da TFD%,
sendo que o uso do AM em uma mesma concentragdo em agua, PBS ou soro
fisiologico ndo leva a reducdo na quantidade de unidades formadoras de col6nias
enquanto que a associagédo com SDS 0,25% leva a inativagao microbiana. Uma
das justificativas desta diferenca € a metacromaticidade (ou agregacao) do AM,
isto &, dependendo do microambiente no qual € inserido, AM esta presente na
forma de dimeros ou mondmeros383°. O grau de agregacédo dos AM pode ser
analisado por espectro de absorg¢ao, enquanto os monémeros exibem absorcao
maxima a 664nm, os dimeros tém esse maximo deslocado a 590nm?33383%_ Para
cada estado de agregacéo, ha uma resposta fotoquimica diferente, o que afeta
a efetividade da terapia. A excitacdo de dimeros e mondmeros desencadeia
diferentes mecanismos fotoquimicos: enquanto a excitagdo de monémeros
resulta em producéo de oxigénio singlete (tipo Il), a excitacdo dos dimeros gera
radicais, tais como, anions radical superoxido (tipo | reagdes)®. A associagdo do
AM com SDS controla a agregagéao, de forma que existem mais monémeros em

solucdo e o mecanismo tipo Il é predominante33:34,

__-Monémero

¢/10" mol'Lem™

T T T T 1
500 550 600 650 700 750
comprimento de onda / nm

Figura 6. Espectros de absorgdo do monémero (azul) e dimero (vinho) do azul de metileno®4°,

Em termos do tempo de pré-irradiagdo, alguns trabalhos usam tempos
menores (2 minutos) ou maiores (30 e 60), apesar de um numero elevado de
trabalhos apresentarem consenso no uso de 5 minutos (Tabela 1).

Uma vez que temos fortes indicios que o meio de solubilizacdo é fundamental

para a eficiéncia da TFD antimicrobiana3334, outro ponto, que esta inserido como
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foco principal deste estudo, € o papel da dosimetria empregada na terapia.
Pensando incialmente nos periodos de incubagdo, o grupo, em estudos
anteriores, realizou testes entre 1 e 20 minutos, sendo; 1, 5, 10, 15 e 20334'. Foi
identificado que n&o ha notoriedade significativa em manter diferentes tempos
de incubagao, e que, a alternéncia nestes periodos, ndo proporcionaram um
aumento na efetividade da TFD antimicrobiana33. Os periodos de incubagéo, s&o
necessarios para que o FS possa integrar com o microrganismo, se inserindo ou
promovendo uma ligagdo no plasma da membrana, desta forma, quando o FS
for fotoativado, possa efetivamente causar algum prejuizo ou danificar
integralmente a membrana microbiana33. A parede celular de C. albicans possui
uma formacgdo bastante diversa, possuindo cinco camadas: Membrana
plasmatica, uma manoproteina camada, uma camada de B-glucano / quitina,
uma camada de B-glicano, outra camada de manoproteina e uma camada fibrilar
(mais externa). Ou seja, é fundamental certificar-se que o FS possa integrar-se
a parede celular, pois, o FS so tera o seu efeito biolégico (fotoativagdo)
promovido, se esta interagdo ocorrer3*. Andrade et al, avaliou alguns periodos
de incubacao, e identificou que os melhores periodos foram relacionados entre
4 a 8 minutos para distintas espécies de C. albicans*?. Entendendo que ndo ha
relevancia estatistica para alterarmos o periodo de incubagao, para este projeto,

foi mantido o periodo de 5 minutos


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mannoprotein

Tabela 1: Revisao da Literatura de TFD antimicrobiana com AM em modelos in vitro com C.albicans.

= A . i - Exp.
; Concentragdo | TPIP A [T Fonte de A Tempo |Poténcia |Irradiancia A
. Meio Diluigao . Radiante
Artigo (wmollL) | (min) & bz | (nm) | (min) | (mW) | (mWemd) | T30 Resultados
agua, salina, reduziu 3 logio UFC/mL a 61 umol/L somente
R 31-313 5 PBS, SDS, LED n 30 26 47 quando veiculado em SDS, nos demais meios nao
: ureia houve redugéo
~ 0; 1,95; - -
DAI,4§011. 20 30 PBS Naot 6(2(5)_)1 0-5 325 3,90: 5,85; A TFcIi:) com MBdnao (é:a_lysou redugdo nas UFC
coerente 7:80'¢ 975 | Quando comparado ao
Nao houve redugéo nas UFC na TFD com AM (nas
DALIRI 10e 2 concentragdes utilizadas) em relagdo ao grupo
a4 313 e 626 - salina Laser 660 1,6e10 - - Laser; Houve aproximadamente 0,5 log de redugao
2019. 100 )
quando AM foi usado no escuro, nas
concentragdes citadas.
LYOI\{15 25.50 & 100 60 PBS LED ) 15 _ 200 180 Hoyve reducao dg 320 para 240 UFC somente na
2012. maior concentracao
OLIVEIRA Reducgéo de 0,5 log em relagdo ao grupo CT. MB
2074.30 ’ 50 2 salina Laser 660 3 100 - - no escuro 0,19log de redugéo em relagéo ao grupo
’ CT.
PUPO. 660 + 105 Reducéo de 0,43 log em relagéo ao grupo CT. MB
46 313 5 salina - 5 40 (0.38 53 no escuro 0,07log de redugéo em relagéo ao grupo
2011. 30 5
cm?) CT.
32‘2)51@’3 100 10 PBS LED 6?% * - - 100 25 Reducéo de 3,0 log em relagéo ao grupo CT.
SILVA, 313 i . 1,5; 3 321; 637 Redugdo maxima de 0,5 log em relagdo ao grupo
2016.4 S Agua Destilada Laser 660nm 4,7 100 3.571 999 CT no maior tempo de irradiagao.
SOUSA Agar Sabouraud Reducéo de 3,41 log em relagédo ao grupo CT. MB
2015 49 469 5 Dextrose / salina Laser 660 21 100 3333 426 no escuro n&o causou redugdo em relagéo ao

(1:1)

grupo CT.
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Podemos afirmar que a Iluz pode impossibilitar células e/ou
microrganismos por meio de reagdes fotoquimicas (TFD), desta forma, a analise
ideal dos parametros dosimétricos sdo essenciais, a fim de se estabelecer uma
terapéutica efetiva na aplicagdo®. Em termos da dosimetria, os conceitos e
parametros que devem ser considerados para o protocolo da TFD, sao:

POTENCIA: A poténcia regula quantos fétons sdo emitidos pelo
equipamento, e, sendo assim, ndo pode haver engano quanto ao seu valor.
Quando o modo de operagdo do equipamento é pulsado, ou seja, fétons
expostos ao alvo biolégico de maneira pulsada, a poténcia pode apresentar uma
variagdo com valor maximo (poténcia pico) e zero, de forma que é a poténcia
meédia dos fotons que é expressivo para o calculo dosimétrico. Quando o modo
de operagdo do equipamento € continuo, a poténcia dos fétons persiste
inalteravel por todo periodo de tempo e € idéntico a poténcia média. A poténcia
¢é fornecida pelo fabricante do equipamento, porém, recomenda-se a aferigao por
meio de um aferidor de poténcia. E uma grandeza que descreve o fluxo da
energia em fungcéo do tempo, sendo descrita em unidade de medida do sistema
internacional - Watts (W), que equivale & um Joule por segundo (J/s)%°.

IRRADIANCIA: Pode ser descrita como a poténcia média incidente na

superficie do alvo biolégico. Ou seja, representa a densidade de poténcia,
porém, densidade de poténcia € uma expressao apropriada quando
mencionamos a poténcia meédia por unidade de area que sai do equipamento.
Ao nos referirmos a poténcia média que incide numa determinada area do alvo
biolégico, a nomenclatura correta seria |, apesar de a unidade de medida ser a
mesma em ambas as situagdes. A | é a grandeza que indica a probabilidade de
dano térmico, ou seja, quanto maior seu valor, maior a probabilidade de dano
térmico ao alvo biolégico. Pode ainda ser definida como o fluxo radiante por
unidade de area recebida por uma superficie (isso inclui as superficies de objetos
fisicos, como amostras de tecidos ou culturas de células, e o espaco ocupado
entre eles, como o ar ou a espessura do tecido). Irradiancia, geralmente é medida

em watts por centimetro quadrado (W/cm?).
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Exposicdo Radiante: E a energia incidente na superficie do alvo
biolégico. Conceitua-se pela densidade de energia, porém, a densidade de
energia € um termo adequado quando nos referimos a energia por unidade de
area que sai do equipamento. Quando nos dirigimos a energia que incide numa
determinada area do alvo biologico, a terminologia correta seria Exposi¢cao
Radiante (ER), embora a unidade de medida seja a mesma em ambas as
situagbes®®. Caracteriza-se por energia entregue por unidade de area na
superficie do tecido, expressa em Joules por centimetro quadrado (J/cm?)%.

Outro aspecto observado entre os trabalhos selecionados, é a
inconsisténcia da dosimetria da irradiagao, onde podemos citar uma ampla faixa
de Irradiancia (I) utilizada nos trabalhos (de 2,6 a 3571 mW/cm?), bem como, da
ER (de 1,95 a 999 J/cm?)>1.

Em termos dos resultados obtidos, varios estudos mostram auséncia de
efeito da TFD antimicrobiana, ou redugdo minima (0,5Log) nas Unidades
Formadoras de Colénias (UFC)%'.

As inconsisténcias nos resultados obtidos nestes estudos, podem ser
atribuidas a concentracdo de corante ou aos parametros utilizados para
irradiag&o®.

Na tabela 1, foi apresentada uma inativagdo do microrganismo (isto é,
reducdo minima de 3 Log), em dois protocolos bem distintos: Souza e
colaboradores*® utilizaram 469 pmol/L, em uma mistura 1:1 de solugdo salina
com meio de cultivo, 3333 mW/cm? e 426 J/cm?, por outro lado, Collina e
colaboradores3? atingiram o mesmo resultado com parametros bem menores (61
umol/L, 2,6 mW/cm? e 4,7 J/cm?) por associar AM com SDS 0,25%. Nesse
ambito, ha imensa necessidade de estudos que possam padronizar a aplicagcao
da TFD na atividade antimicrobiana para C. albicans, uma vez que, dependendo
do estado de agregacdo, os parametros de exposigdo a luz (necessarios)
também podem variar33. Em estudo anterior do grupo, foi apresentada a relagéo
entre a agregacao dos FS fenotiazinicos e a morte celular fotoinduzida, sendo
que, quanto menor a agregagao, maior a extensdo de morte celulars?.

Sabe-se que a agregacao reduz a producao de oxigénio singlete, o
mecanismo tipo I, porém, a presenga de agregados ja foi relacionada a produgéo
de outras espécies reativas de oxigénio, do mecanismo tipo 13°. Sendo assim, é

possivel indicar que a produgao de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio
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€ inversamente proporcional a agregacao, isto é, a produgao destas espécies é
maior, quanto menor a agregacgao do FS32.

Uma vez que, a concreta determinagdo dos parametros utilizados na
TFD antimicrobiana s&o essenciais para a efetiva resposta terapéutica®’.

Podemos perceber na literatura que ndo ha um consenso no que diz
respeito a dosimetria da TFD Antimicrobiana. Alguns estudos descrevem
analises de ER e | de formas distintas e divergentes':5354,

Outro fator preponderante para a resposta terapéutica da TFD
antimicrobiana, esta relacionada a efetividade do fotossensibilizador. Estudos
anteriores do grupo, demonstraram que a efetividade da fenotiazina esta
diretamente associada com a agregagdo do FSs333% Em relagdo ao azul de
metileno, a elevagao na concentracao e a depender do meio utilizado, é possivel
uma maior interacdo hidrofébica entre suas moléculas, potencializando a
agregacao3. Neste contexto, alguns estudos demonstraram eficacia terapéutica
do AM, na terapéutica de C. albicans quando associado a solugéo SDS a 0,25%.
Neste mesmo estudo, quando o AM foi diluido em outros meios, como; agua,
PBS, NaCl e Uréia, ndo causou inativagdo microbiana em comparagao ao grupo
controle33.

Em um outro estudo, foi percebido que, para a otimizac¢ao da inativagao,
a utilizacdo de uma maior ER seja imprescindivel®>. Todavia, mesmo com
aparelho de baixa I, o uso do SDS a 0,25% associado ao AM foi capaz de
potencializar a acdo TFD antimicrobiana, pelo fato de manter o controle da
agregacgao3334,

Diante desse contexto, a justificativa do nosso estudo se refere
principalmente em realizar uma comparacdao da dosimetria da terapia
fotodindmica antimicrobiana em Candida albicans utilizando azul de metileno
veiculado em agua e associado ao dodecilsulfato de sédio. Com base nestes
estudos anteriores do grupo, e utilizando uma outra fonte de luz que permitia as
alteragbes de |, partimos do menor valor de | disponivel no equipamento (10%,
equivalente a 3,7 mW/cm?) que era levemente maior que a usada anteriormente
(2,6 mW/cm?) e procuramos iniciar as avaliagbes com uma ER proxima a

utilizada anteriormente 4,4 J/cm?).
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2. Objetivos
2.1 Objetivos Gerais

Comparar a dosimetria da terapia fotodindmica antimicrobiana com azul
de metileno veiculado em agua e associado ao dodecilsulfato de Sddio (SDS)

em cultura planctonica de C. albicans.

2.2 Objetivos Especificos
* Avaliar a correlagao entre a exposi¢ao radiante e agao antimicrobiana.

* Avaliar a correlacio entre a irradiancia e a agao antimicrobiana.
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3. Material e Métodos

3.1. Preparo das Solucdes

Foi preparado uma solugao estoque do AM em agua na concentragao de
1,00 mg/mL. Paraisso, foram pesados 10,0mg (AM) e diluidos em capela de fluxo
laminar, em 10,0mL de agua milli-Q estéril.

Para a solugdo estoque de SDS em agua, na concentragao de 0,5%,
foram pesados 50mg de SDS e dissolvidos em 10,0mL de agua milli-Q estéril,
em capela de fluxo laminar.

A partir das solugdes estoque, descritas anteriormente, foram realizadas
diluicbes para obtencao das solucdes de trabalho conforme descrito abaixo:

AM agua — 400puL da solucéo estoque de AM foram diluidos em 10mL
de agua milli-Q estéril, concentragéo de 4%.

AM SDS - 400uL da solucéo estoque de AM foram diluidos em 10mL de
SDS a 0,5%.

As concentragdes utilizadas neste projeto basearam-se em estudos
prévios do grupo com o referido modelo experimental®3. Estas doses tém se
mostrado eficazes no controle da agregacao do Azul de Metileno. Além disso, o
uso de AM, quando empregado as concentragdes descritas, elevou a eficacia da

terapia®3.
3.2. Fonte de Luz e parametros de irradiagao
Como fonte de luz nos experimentos foi utilizada a Ledbox (Biolambda,

Séo Paulo, Brasil), cujos parametros estdo especificados na Tabela 2.

Tabela 2: Parametros do equipamento LED.

Parametros Fonte/LED
Comprimento de onda Central (nm) 660
Largura Espectral (nm) 20

Modo de Operagao Continuo
Areairradiada (cm?) 163
Irradiancia maxima (mW/cm?) 37,3

Poténcia maxima (mW) 6080




42

Considerando que os parametros de irradiagao foram variados, a Tabela

3 indica os parametros utilizados individualmente em cada experimento:

Tabela 3: Pardmetros testados no estudo.

IRRADIANCIA
3,7mW/cm? - (10%)

EXPOSICOES RADIANTES

IRRADIANCIA
11,2mW/cm? - (30%)

EXPOSICOES RADIANTES

IRRADIANCIA
18,6mW/cm? - (50%)

EXPOSICOES RADIANTES

IRRADIANCIA
26, TmW/cm? - (70%)

EXPOSICOES RADIANTES

4,4;17,8; 26,7 e 44,0J/cm?

TEMPO

19 minutos e 49 segundos

80 minutos e 11 segundos

120 minutos e 16 segundos

198 minutos e 11 segundos

4,4; 17,8; 26,7 e 44,0J/cm?
TEMPO

6 minutos e 37 segundos
27 minutos

39 minutos e 44 segundos

65 minutos e 29 segundos

4,4; 17,8; 26,7 e 44,0J/cm?
TEMPO
3 minutos e 57 segundos
15 minutos e 57 segundos
23 minutos e 55 segundos

39 minutos e 25 segundos

4,4; 17,8; 26,7 e 44,0J/cm?

TEMPO
2 minutos e 48 segundos
11 minutos e 22 segundos
17 minutos e 3 segundos

28 minutos e 6 segundos

Exposicao Radiante

4,4J)/cm?

POTENCIA DO EQUIPAMENTO

Exposicao Radiante

17,8J/cm?

POTENCIA DO EQUIPAMENTO

Exposicdo Radiante

26,7J/cm?

POTENCIA DO EQUIPAMENTO

Exposicao Radiante

44,0J/cm?

3,7; 11,2; 18,6 e 26,1mW/cm?
TEMPO

19 minutos e 49 segundos
6 minutos e 37 segundos
3 minutos e 57 segundos

2 minutos e 48 segundos

3,7; 11,2; 18,6 e 26, 1mW/cm?
TEMPO

80 minutos e 11 segundos
27 minutos

15 minutos e 57 segundos

11 minutos e 22 segundos

3,7; 11,2; 18,6 e 26,1mW/cm?
TEMPO

120 minutos e 16 segundos
39 minutos e 44 segundos
23 minutos e 55 segundos

17 minutos e 3 segundos

POTENCIA DO EQUIPAMENTO
3,7; 11,2; 18,6 e 26, 1mW/cm?
TEMPO
198 minutos e 11 segundos
65 minutos e 29 segundos
39 minutos e 25 segundos

28 minutos e 6 segundos
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3.3 Preparo do Inéculo

A levedura C. albicans (ATCC 10231) foi cultivada em meio agar
sabouraud dextrose (KASVI) a 37°C, por 48h. Em capela de fluxo laminar, o
microrganismo foi recolhido e transferido para um tubo de ensaio contendo 10mL
de agua MilliQ estéril. Foi realizado a agitagdo do tubo para homogeneizagéo,
apods isso, foram retirados 20uL do inoculo e adicionados em tubo cbnico
contendo 1,5mL de agua MilliQ estéril e 10uL de azul de tripan e feita uma nova

homogeneizagdo. Apds esta etapa, foram retirados 10uL do inoculo para

contagem em Camara de Neubauer, padronizando-se a suspens&o com 5x107

células/mL33.

3.3. Avaliagao do efeito da TFD com AM em diferentes Exposi¢coes
radiantes
Em microplaca de 48 pocos, foram adicionados 200uL da suspensao de
C. albicans (5x107 células/mL) e 200uL da solugédo referente ao grupo

tratamento. Os grupos foram divididos em:

Controle (CT) — Inoculo e agua;

SDS - Inoculo e SDS, concentracéo final 0,25%;

AM - Inoculo e AM em agua; concentragao final 20mg/L

AM/SDS - Inoculo e AM em SDS, concentracéo final 20mg/L de AM e
0,25% SDS.

As amostras foram homogeneizadas com pipeta e a placa foi incubada
ao abrigo da luz por 5 minutos. Apds incubacgao, a placa foi irradiada (com todos
os grupos CT — SDS - AM - AM/SDS) com | constante, variando o tempo (e
consequentemente, a ER, a 4,4; 17,8, 26,7 e 44J/cm?) segundo apresentado na
Tabela 3.

Foram realizados 4 grupos de experimentos, cada um deles em uma |
fixa, sdo eles; 3,7mW/cm? (10% de poténcia do equipamento); 11,2 mW/cm?
(30% de poténcia do equipamento); 18,6 mW/cm? (50% de poténcia do
equipamento); 26,1 mW/cm? (70% de poténcia do equipamento).

Ao término da irradiagao, foi retirada uma aliquota de cada amostra e
realizadas diluigdes seriadas (10 -' a 10 -%). Apds este procedimento, 20uL de
cada diluicao foram semeados na forma de uma linha em placa de Petri contendo
meio de cultura agar sabouraud dextrose KASVI. As placas foram incubadas por

24h a 37°C, e o numero de unidades formadoras de coldnias por mL (UFC/mL)
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foram contados. O experimento foi realizado em triplicata e 3 experimentos

independentes.

3.4. Avaliacao do efeito da TFD com AM em diferentes Irradiancias

Em microplaca de 48 pocgos, foram adicionados 200uL da suspensao de
C. albicans (5x107 células/mL) e 200uL da solugdo referente ao grupo
tratamento. Apds incubacgao, a placa foi irradiada (com todos os grupos CT —
SDS - AM - AM/SDS) com ER constante, variando o tempo (e a | (3,7; 11,2;
18,6 e 26,1 mW/cm?), conforme apresentado na Tabela 3. Foram realizados 4
grupos de experimentos, cada um deles em uma ER fixa 4,4; 17,8, 26,7 e
44J/cm?,

Ao término da irradiacdo, foi retirada uma aliquota de cada amostra que
passou por diluicbes seriadas (10" a 10 -°). Apds este procedimento, 20uL de
cada diluicao foram semeados na forma de uma linha em placa de Petri contendo
meio de cultura agar sabouraud dextrose KASVI. As placas foram incubadas por
24h a 37°C, e o numero de unidades formadoras de col6nias por mL (UFC/mL)
foram contados. Os experimentos foram realizados em triplicata e 3

experimentos independentes.

3.5. Andlise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism versao
8.0.1 (GraphPad Software, San Diego, California USA). Uma vez que foram
utilizados os dados em Log UFC/mL considerou-se distribuigdo paramétrica, de
forma que os mesmos foram expressos em valores de média e desvio padréao.
Apds, foram submetidos ao teste de analise de variancia duas vias (Two- way
ANOVA), seguido pelo pds teste de Bonferroni para comparacéao intergrupos e
entre os diferentes tratamentos. Os niveis de confianga foram ajustados para
95% (p<0.05).

Adicionalmente foi realizado o teste de correlagdo de Pearson para
verificar a correlagao entre o efeito fotodindmico antimicrobiano e os parametros

utilizados.
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4. Resultados:

4.1 Avaliacao do efeito da TFD com AM em diferentes Exposi¢coes radiantes

4.1.1 Irradiancia 3,7 mW/cm? (10% de poténcia do equipamento)

Na figura 7, estdo apresentados os dados dos ensaios realizados, nos
quais, foram avaliadas diferentes exposi¢des radiantes (4,4; 17,8; 26,7 e
44J/cm?) que foram atingidas por meio da variagdo do tempo de irradiagéo (19
minutos e 49 segundos; 80 minutos e 11 segundos; 120 minutos e 16 segundos;
198 minutos e 11 segundos) respectivamente, utilizando a | de 3,7 mW/cm? e os
4 grupos de tratamento, conforme descrito no desenho experimental: Controle,
SDS, AM e AM/SDS.

8 b,c a,b c,d b,c L] 4,4chm2
a a a a a a a a de

- cde de _ e W 178 J/cm?

] { & W 26,7 Jcm?
|

= = 44 Jlem?
—
O
L
-
o
O
=

CT SDS AM AM/SDS

Figura 7: Mantendo a | de 3,7 mW/cm?(10%), variando a ER (4,4, 17,8, 26,7
e 44J/cm?). Os inoculos foram tratados nas seguintes condigdes: CT: agua
estéril; SDS: SDS 0,25%; AM: AM 20mg/mL em agua; AM/SDS: concentracao
final 20mg/L de AM e 0,25% SDS (grupos que nao compartilham a mesma letra
séo estatisticamente diferentes p<0,05).

Nas exposigoes radiantes de 4,4; 17,8 e 26,7 J/cm? ndo houve alteragéo
nos valores de log UFC/mL nos grupos SDS e AM em relagdo ao grupo CT,
sendo mantidos constantes a 7. Na ER de 44 J/cm? houve redugdo de 0,6 nos
valores de log UFC/mL nos grupos SDS e AM em relagdo ao grupo CT. Esta
reducgao esta relacionada ao elevado tempo de irradiagéo (acima de 3h) no qual

o inoculo estava presente em agua.
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Observa-se redugao nos valores de log de UFC/mL no grupo AM/SDS
em relagdo ao grupo CT nas exposi¢des radiantes testadas: a 4,4; 17,8 e 44
J/cm? apresentaram redugdo de 0,9 logiode UFC/mL; 26,7 J/cm? apresentou uma
reducao de UFC/mL de 0,3 logho.

Quando a comparagéo é realizada no grupo AM/SDS entre as diferentes
exposicoes radiantes, todos os grupos mostraram reducgao significante dos
valores de UFC/mL em relagdo a 26,7J/cm?, apresentando uma redugdo de
aproximadamente 0,6 logt. Desta forma, a 3,7 mW/cm? n3o foi possivel
estabelecer correlagdo entre o aumento da ER e a morte celular (dados

apresentados na tabela A1, apéndices) .

4.1.2 Irradiancia 11,2 mW/cm? (30% de poténcia do equipamento)

Na figura 8, estdo apresentados os dados dos ensaios realizados, nos
quais foram avaliadas diferentes exposi¢cbes radiantes (4,4; 17,8; 26,7 e
44J/cm?), que foram atingidas por meio da variagédo do tempo de irradiagao (6
minutos e 37 segundos; 27 minutos; 39 minutos e 44 segundos; 65 minutos e 29
segundos), utilizando a | de 11,2 mW/cm? e os 4 grupos de tratamento, conforme
descrito no desenho experimental: Controle, SDS, AM e AM/SDS.

b,c
be o . " 44 Jcm?
% 17,8 Jicm?
® 26,7 Jlom?
B 44 Jem?

Log UFC/mL

CT SDS AM AM/SDS

Figura 8: Mantendo a | de 11,2 mW/cm?(30%), variando a ER (4,4, 17,8, 26,7
e 44J/cm?). Os inodculos foram tratados nas seguintes condigdes: CT: agua
estéril; SDS: SDS 0,25%; AM: AM 20mg/mL em agua; AM/SDS: concentragéo
final 20mg/L de AM e 0,25% SDS (grupos que nao compartilham a mesma letra
sao estatisticamente diferentes p<0,05).
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Em todas as exposi¢gbes radiantes avaliadas nao houve alteragao nos
valores de log UFC/mL nos grupos SDS e AM em relagao ao grupo CT, sendo
mantidos constantes a 7.

Nota-se redugcdo de aproximadamente 1,5 no Log UFC/mL nas
exposigoes radiantes de 3,7; 11,2 e 44 J/cm? no grupo AM/SDS quando
comparado aos grupos CT, SDS e AM; e 1,0 Log UFC/mL na ERs de 26,7 J/cm?.
Quando a comparacao € realizada no grupo AM/SDS entre as diferentes
exposicoes radiantes, somente ha diferenga nos valores de UFC/mL entre 26,7
e 44 J/lcm?. Desta forma, a 11,2 mW/cm? nao foi possivel observar correlagéo
entre o aumento da ER e a morte celular, conforme dados apresentados na

Tabela A1 (apéndices).

4. 1.3 Irradiancia 18,6 mW/cm? (50% de poténcia do equipamento)

Na figura 9, estdo apresentados os dados dos ensaios realizados, nas
quais, foram avaliadas diferentes exposi¢cdes radiantes (4,4; 17,8; 26,7 e 44
Jicm?), que foram atingidas por meio da variagdo do tempo de irradiagédo (3
minutos e 57 segundos; 15 minutos e 57 segundos; 23 minutos e 55 segundos;
39 minutos e 25 segundos), utilizando | de 18,6 mW/cm? e os 4 grupos de
tratamento, conforme descrito no desenho experimental: Controle, SDS, AM e
AM/SDS.

Na irradiancia de 18,6 mW/cm? nota-se redugdo no valor de log UFC/mL
a 44J/cm? em relagéo aos grupos CT das demais exposigdes radiantes testadas.
Neste caso, essa reducao se da pelo efeito da luz na dosimetria utilizada. Em
todas as exposi¢des radiantes avaliadas ndo houve alteragdo nos valores de log
UFC/mL nos grupos SDS e AM em relacédo ao grupo CT, sendo mantidos
constantes a 7 para as menores ER. Na ER de 44 J/cm? houve reducgdo de
aproximadamente 0,7 nos valores de log UFC/mL nos grupos CT, SDS e AM em
relagédo ao grupo CT das menores exposi¢oes radiantes (4,4; 17,8 e 26,7 J/cm?),
nao havendo diferenca entre eles (CT, SDS e AM).

Nota-se reducao de aproximadamente 1,5 log UFC/mL no grupo AM/SDS
em relagédo aos demais grupos CT, SDS e AM, em todas as exposigdes radiantes
avaliadas. Quando a comparacédo € realizada no grupo AM/SDS entre as

diferentes exposicdes radiantes, nao houve diferenga entre os grupos. Desta
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forma, a 18,6 mW/cm? nao foi possivel observar correlagéo entre o aumento da

ER e a morte celular, conforme apresentado na Tabela A1 dos apéndices.

b,c,d d,e,f
8,

a a a e,f

f f
B 4.4 Jlcm?
E B 178 Jom?
E m 2
= 26,7 J/lcm
> B 44 Jiem?

-

CT SDS AM AM/SDS

Figura 9: Mantendo a | de 18,6 mW/cm?(50%), variando a ER (4,4, 17,8, 26,7
e 44J/cm?). Os inoculos foram tratados nas seguintes condigdes: CT: agua
estéril; SDS: SDS 0,25%; AM: AM 20mg/mL em agua; AM/SDS: concentracéo
final 20mg/L de AM e 0,25% SDS (grupos que nao compartilham a mesma letra
sao estatisticamente diferentes p<0,05).

4.1.4 Irradiancia 26,1 mW/cm? (70% de poténcia do equipamento)

Na figura 10, estdo apresentados os dados dos ensaios realizados, nas
quais, foram avaliadas diferentes exposi¢des radiantes (4,4; 17,8; 26,7 e
44J/cm?), que foram atingidas por meio da variagdo do tempo de irradiagéo (2
minutos e 48 segundos; 11 minutos e 22 segundos; 17 minutos e 3 segundos;
28 minutos e 6 segundos), utilizando a | de 26,1 mW/cm? e os 4 grupos de
tratamento, conforme descrito no desenho experimental: Controle, SDS, AM e
AM/SDS.

Nas exposigoes radiantes de 4,4; 17,8 e 26,7 J/cm? nao houve alteragao
nos valores de log UFC/mL nos grupos SDS em relagdo ao grupo CT, sendo
mantidos constantes a 7. Na ER de 44 J/cm? houve redugédo de
aproximadamente 1 nos valores de log UFC/mL nos grupo SDS em relagao ao
grupo CT.
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Figura 10: Mantendo a | de 26,1 mW/cm?(70%), variando a ER (4,4, 17,8, 26,7
e 44J/cm?). Os inoculos foram tratados nas seguintes condigdes: CT: agua
estéril; SDS: SDS 0,25%; AM: AM 20mg/mL em agua; AM/SDS: concentracéo
final 20mg/L de AM e 0,25% SDS (grupos que ndo compartilham a mesma letra
s&o estatisticamente diferentes p<0,05).

No grupo AM, néo foi observado efeito antimicrobiano nas ER de 4,4 e
26,7 J/lcm?, enquanto a 17,8 e 44J/cm? foi observada redugdo de 1,6 unidades
nos valores de log UFC/mL.

Por fim, houve redugao nos valores de log UFC/mL no grupo AM-SDS em
relacéo ao grupo CT, AM e SDS em todas as ER avaliadas. Nesta | mais alta, foi
possivel notar correlacdo entre aumento da ER e aumento da morte de C.
albicans. Neste caso, o valor do coeficiente de correlacao de Pearson observado
foi de -0,8357 (Tabela A1, apéndices), mostrando que foi observada uma
correlacao forte e negativa (isto €, enquanto uma aumenta a outra diminui) entre

as variaveis ER e log UFC/mL.

4.2 Ensaios Mantendo a Exposi¢ao Radiante:

4.2.1 Exposicao Radiante 4,4J/cm?
Na figura 11, estdo apresentados os dados dos ensaios realizados, nos quais,
foram avaliadas diferentes | (3,7; 11,2; 18,6 e 26,1mW/cm?), obtidas por meio da
variagao da poténcia do aparelho (10, 30, 50 e 70%). Os tempos de irradiagéo

foram variados para atingir a ER de 4,4 J/cm?. Foram avaliados os 4 grupos de
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tratamento, conforme descrito no desenho experimental: Controle, SDS, AM e
AM/SDS.

a a a a

aaaa
b bbb

10%
30%
50%
70%

Log UFC/mL
S
|
D = = N

CT SDS AM AM/SDS

Figura 11: Mantendo a ER (4,4J/cm?) e variando a | (3,7; 11,2; 18,6 e 26,1
mW/cm?). Os indculos foram tratados nas seguintes condi¢des: CT: agua estéril;
SDS: SDS 0,25%. AM: AM 20mg/mL em agua; AM/SDS: concentragao final
20mg/L de AM e 0,25% SDS. (grupos que ndao compartilham a mesma letra séo
estatisticamente diferentes p<0,05)

Nota-se que em todas as poténcias de equipamento utilizadas (e
portanto, nas diferentes | avaliadas) ndo houve alteracdo nos valores de log
UFC/mL nos grupos SDS e AM em relagdo ao grupo CT, sendo mantidos
constantes a 7. Houve redugédo de aproximadamente 1,5 nos valores de log
UFC/mL apenas nos tratamentos AM/SDS em todos as | avaliadas, mostrando
que o efeito da TFD é mais pronunciado neste grupo. Nao se observa correlagcao
entre a | utilizada e a morte celular, conforme dados apresentados na Tabela A2

dos apéndices.

4.2.2 Exposi¢ao Radiante 17,8J/cm?

Na figura 12, estdo apresentados os dados dos ensaios realizados, nos
quais, foram avaliadas diferentes Is (3,7; 11,2; 18,6 e 26,1mW/cm?), obtidas por
meio da variagao da poténcia do aparelho (10, 30, 50 e 70%). Os tempos de

irradiagcao foram variados para atingir a ER de 17,8J/cm?. Foram avaliados os 4
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grupos de tratamento, conforme descrito no desenho experimental: Controle,
SDS, AM e AM/SDS.

B 10%
TE' m 30%
o
b B 50%
=
4 = 70%
|

CT SDS AM AM/SDS

Figura 12: Mantendo a ER (17,8J/cm?) e variando a | (3,7; 11,2; 18,6 e 26,1
mW/cm2). Os inéculos foram tratados nas seguintes condi¢des: CT: agua estéril;
SDS: SDS 0,25%. AM: AM 20mg/mL em agua; AM/SDS: concentragao final
20mg/L de AM e 0,25% SDS. (Grupos que ndo compartilham a mesma letra séo
estatisticamente diferentes p<0,05)

Nota-se que em todas as poténcias de equipamento utilizadas (e portanto,
nas diferentes Is avaliadas) ndo houve alteracé&o nos valores de log UFC/mL nos
grupos SDS em relagao ao grupo CT, sendo mantidos constantes a 7.

No grupo AM, também nao houve alteracao nos valores de log UFC/mL
em relagdo ao grupo CT a 10%, 30% e 50% (3,7; 11,2 e 18,6 mW/cm?,
respectivamente) havendo reducdo de aproximadamente 1,1 Log UFC/mL
apenas a 70% (26,1 mW/cm?).

Por fim, no grupo AM/SDS houve redugéo nos valores de log UFC/mL,
proporcional a | utilizada, sendo maior a 70% (2,4), intermediaria a 50% (1,7) e
30% (1,4) e menor a 10% (0,8). Desta forma, verifica-se que ha correlagao forte
e negativa entre | e log UFC/mL, com um coeficiente de correlagdo de -0,7549
(Tabela A2, apéndices).

E importante ressaltar que o efeito antimicrobiano observado ao utilizar
AM a 70% (26,1 mW/cm?) foi similar ao usar AM/SDS a 10% (3,7 mW/cm?,
respectivamente), ambos de aproximadamente 1 Log UFC/mL. Estes dados
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mostram o potencial da associagdo de AM com SDS, sendo necessaria menor

dosimetria para a agao antimicrobiana.

4.2.3 Exposicao Radiante 26,7J/cm?

Na figura 13, estdo apresentados os dados dos ensaios realizados, nos
quais, foram avaliadas diferentes Is (3,7; 11,2; 18,6 e 26,1mW/cm?), obtidas por
meio da variacdo da poténcia do aparelho (10, 30, 50 e 70%). Os tempos de
irradiagédo foram variados para atingir a ER de 26,7J/cm?. Foram avaliados os 4

grupos de tratamento, conforme descrito no desenho experimental: Controle,
SDS, AM e AM/SDS.

a a a a a a a a aaaa a

c B 10%
j-_L B 30%

B 50%
m  70%

Log UFC/mL

CT SDS AM AM/SDS

Figura 13: Mantendo a ER (26,7J/cm?) e variando a | (3,7; 11,2; 18,6 e
26,1 mW/cm2). 10%, 30%, 50% e 70%) Os indculos foram tratados nas seguintes
condigdes: CT: agua estéril; SDS: SDS 0,25%. AM: AM 20mg/mL em agua;
AM/SDS: concentragao final 20mg/L de AM e 0,25% SDS. (grupos que nao
compartilham a mesma letra sédo estatisticamente diferentes p<0,05)

Nota-se que em todas as poténcias de equipamento utilizadas (e portanto,
nas diferentes Is avaliadas) ndo houve alteracéo nos valores de log UFC/mL nos
grupos SDS e AM em relagéo ao grupo CT, sendo mantidos constantes a 7.

No grupo AM/SDS houve reducdo nos valores de log UFC/mL,
proporcional a | utilizada, sendo que ndo foi observado efeito antimicrobiano a

10% (3,7 mW/cm?), redugdo de 1 Log de UFC/mL a 30% (11,2 mW/cm?), e
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reducdo de aproximadamente 1,8 Log de UFC/mL a 50 e 70% (18,6 e 26,1

mW/cm?, respectivamente), sendo estatisticamente iguais.

4.2.4 Exposicao Radiante 44,0J/cm?

Na figura 14, estdo apresentados os dados dos ensaios realizados, nos
quais, foram avaliadas diferentes Is (3,7; 11,2; 18,6 e 26,1mW/cm?), obtidas por
meio da variagao da poténcia do aparelho (10, 30, 50 e 70%). Os tempos de
irradiagcédo foram variados para atingir a ER de 44,0J/cm?. Foram avaliados os 4
grupos de tratamento, conforme descrito no desenho experimental: Controle,
SDS, AM e AM/SDS.
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Figura 14: Mantendo a ER (44,0J/cm?) e variando a | (3,7; 11,2; 18,6 e 26,1
mW/cm?). Os indculos foram tratados nas seguintes condigdes: CT: agua estéril;
SDS: SDS 0,25%. AM: AM 20mg/mL em agua; AM/SDS: concentragao final
20mg/L de AM e 0,25% SDS. (Grupos que ndo compartilham a mesma letra séo
estatisticamente diferentes p<0,05).

Nota-se que nas poténcias de equipamento de 10, 30 e 50% nao houve
alteracao nos valores de log UFC/mL nos grupos SDS em relacao ao grupo CT,
sendo mantidos constantes a 6,8. A 70% foi observada reducdo de
aproximadamente 1 Log UFC/mL no grupo SDS, respectivamente, em relagao
ao grupo controle.

Efeito similar foi observado no grupo AM, ndo havendo alteragdo nos

valores de log UFC/mL em relacédo ao grupo CT, sendo mantidos constantes a
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6,8 quando utilizados 10, 30 ou 50%. Ja a 70% foi observada redugao de 1,9 Log
UFC/mL em relagao ao CT.

Por fim, no grupo AM/SDS n&o foi encontrada diferenga nos valores de
Log UFC/mL em relagdo ao grupo CT tanto quando foi utilizado 10%, a 30 %
houve 1,4 de redugdo, a 50% houve redugao de 1,7, enquanto que a 70% houve
reducao de 6,7 Log UFC/mL. Observa-se que houve correlagéo entre a | e o
efeito antimicrobiano, sendo que o coeficiente de correlacdo de Pearson (-
0,8180, Tabela A2 dos apéndices) mostrou correlagao forte e negativa entre os
valores de | e de log UFC/mL.

A 70% (26,1mW/cm?) observa-se, portanto, efeito fotodinamico tanto no
grupo AM quando no grupo AM-SDS, sendo que novamente foi possivel verificar
o potencial da associag¢ao visto que o efeito antimicrobiano, a uma mesma

concentracdo de AM e dosimetria de luz, € muito maior na associagao.
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5 Discussao

Este trabalho visou avaliar a dosimetria da terapia fotodinamica
antimicrobiana utilizando AM veiculado em agua comparando ao AM associado
ao SDS, visto que trabalhos anteriores do grupo mostraram maior efeito
antimicrobiano nesta associagao, porém em uma dosimetria fixa. Apesar desse
efeito potencializado, ndo se sabe qual seria a dosimetria minima necessaria no
caso da associagdo AM-SDS em relagdo ao uso do AM em agua.

De forma geral, a literatura é bastante variada em termos dos parametros
eficazes a serem aplicados na TFD com AM. Por exemplo, enquanto Queiroga e
colaboradores®® ativaram solugdes do AM a 150 mg/L com | de 1000 mW/cm? e
ER de 60 a 180 J/cm? Sousa e colaboradores*® utilizando a mesma
concentragdo de AM, aplicaram | de 3,3 W/cm? e ER de 426 J/cm? Em
contraponto Sabino e colaboradores*’ trabalharam com AM 100 uM (que
equivale a 32 mg/mL) a 100 mW/cm?, encontrando 3 Log de redugio nas
UFC/mL a 25 J/cm?.

Os melhores parametros para maior efeito antimicrobiano da TFD
depende de alguns fatores como a substancia fotossensibilizadora utilizada®” , o
meio no qual o FS esta veiculado3®334 e a organizagao do microrganismo(s) como
suspensdo ou biofilme33. Neste trabalho, o AM foi utilizado como agente
fotossensibilizador, visto seu baixo custo e ampla gama de estudos desde in
vitro, in vitro e clinicos com seu uso em TFD33.5558-65 Estes parametros foram
determinados em suspensdo para a associagao entre AM e SDS, porém
organizagbes microbianas mais complexas, como biofilmes, bem como, na
utilizagdo em pacientes, podem exigir dosimetrias maiores, sendo necessarios
estudos posteriores. Em termos do meio de veiculagao, a escolha do mesmo é
essencial visto que o AM apresenta a propriedade de metacromasia, havendo
alteracdo das suas propriedades Opticas e fotoquimicas dependendo do
ambiente quimico no qual o mesmo estd inserido®. Alguns trabalhos ja
mostraram que na presencga de algumas substancias como etanol®7:58, uréia®,
SDS%*3* ha o controle da agregagdo do AM o que melhoraria a agédo
antimicrobiana da TFD com AM. A agregacao ja foi objeto de estudo do nosso
grupo de pesquisa e, foi identificado que quando a agregacéo é controlada, a
eficacia da TFD terapéutica aumenta33. Porém estudos avaliando as dosimetrias

nestes meios especificos ainda sao inexistentes.



56

Neste trabalho verificamos que para uma mesma dosimetria (combinag&o
de | e ER) o efeito antimicrobiano da TFD do AM associado ao SDS é sempre
mais pronunciado do que do AM veiculado em agua. Porém, a inativagdo do
microrganismo (reducado minima de 3 Logs, que neste caso em especifico foi de
aproximadamente 6 Logs) foi alcangada no grupo AM-SDS somente a
26,1mW/cm? e a 44 J/cm?. Sabino e colaboradores*’ atingiram 3 logs de redugéo
utilizando 100mW/cm? (I 3,8 vezes maior do que a usada neste estudo) e 25
Jlcm? (ER 1,8 vezes menor que a usada neste estudo). Vale ressaltar que a
concentracdo de AM final utilizada neste trabalho foi de 20 mg/mL ou 0,002%,
que € menos da metade da menor concentracdo dos produtos comercializados
contendo AM e, em comparacido com o trabalho de Sabino uma concentragao
2,4 vezes menor.

Diante destes resultados ¢é valido ressaltar a importancia de mencionar o
meio no qual o fotossensibilizador € veiculado nas publicacdes, especialmente
para aqueles compostos que sofrem agregacao, visto que dependendo do meio
utilizado a dosimetria para efeito antimicrobiano eficaz € diferente. Queiroga e
colaboradores utilizaram dosimetria muito maior que a relatada aqui
(1000mW/cm? e 60-180 J/cm?), porém foi utilizado AM a 150mg/L e em solugdo
salina, duas condi¢des nas quais a agregagdo do AM é maior3”-70 o que exigiria
maiores dosimetrias para obter efeito antimicrobiano. Similarmente, Sousa e
colaboradores obtiveram inativacdo de C.albicans utilizando AM a 150mg/L,
também em soro fisioldgico, utilizando 3300mW/cm? e 426 J/cm?. Similarmente,
Prates et al, > avaliou o efeito antifiingico da TFD com AM aplicado em meio de
cultivo, utilizou | de 100mW/cm? e 300mW/cm? em tempos de 3, 6 e 9 minutos
de irradiagdo, condicionando a exposigbes radiantes de (18J/cm? a 162J/cm?),
atingindo a inativagdo a 6 e 9 minutos de irradiagdo a 300 mW/cm? (108 e 162
Jicm?).

Os dados obtidos neste trabalho mostraram que para uma mesma |,
somente verifica-se aumento no efeito antimicrobiano em funcdo do aumento da
ER em | maiores, isto €, a 26,1 mW/cm?. Acredita-se que em baixas | a producao
de espécies oxidativas provenientes da fotoativacdo do AM é baixa, de modo
que as defesas antioxidantes do microrganismo séo capazes de gerenciar até
certo ponto o dano ocorrido. Além disso, quando uma | baixa é aplicada, ha uma

necessidade de elevado tempo de exposicao, dificultando ou inviabilizando
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translagdo para protocolos clinicos. Desta forma, nossos dados sugerem que
nao somente € uma aplicagao inviavel, mas também pouco eficaz.

Ja em | maiores, ha uma produgao intensa e em curto periodo de tempo
de espécies oxidantes, havendo um estresse oxidativo que leva o microrganismo
a morte. Desta forma, acredita-se que ha correlagédo entre ER e o efeito
antimicrobiano, porém é necessaria uma | minima, que na pratica clinica é um
parametro equipamento dependente. Nossos dados corroboram com achados
anteriores que mostraram que a dosimetria € um fator critico para o efeito
antimicrobiano da TFD%’. Este achado poderia induzir a escolha de lasers de
baixa poténcia, ao invés dos LEDs, porém cada vez mais tém sido produzidos
LEDs com maiores poténcias que podem facilmente suplantar este problema "'~
73,

Por outro lado, ha a preocupagao no uso de equipamentos com elevados
valores de | devido a possibilidade de causarem o fotobranqueamento do AM,
diminuindo a eficacia da TFD. Maliszewska e colaboradores’, utilizando um
dispositivo LED caseiro a 640 nm, 2,5-10 mW/cm?irradiaram solugdes de AM em
agua (em concentracbes nado relatadas) e notaram a existéncia de
fotobranqueamento em uma cinética de segunda ordem.

Esta modulacao relacionada a | na TFD se assemelha aquela postulada
na lei de Arndt-Schulz referente a fotobiomodulacdao’®’6, isto é, ha uma
dosimetria sem efeito, uma dosimetria maior na qual obtém o efeito desejado e
uma dosimetria ainda maior, onde efeitos inibitérios ou ndo desejados, passam
a tomar parte.

Quando se compara o efeito de diferentes | em um mesmo parametro de
ER, foi possivel observar que apesar de na menor ER nao haver correlagao entre
o efeito antimicrobiano (por meio dos valores de CFU/mL) e a irradiéncia, em
todas as demais ER essa correlacao existiu (Tabela A2, dos apéndices). Além
disso, a 17,8 e 26,7 J/lcm? a redugdo nos valores de Log UFC/mL foi linear
enquanto a 44,0 J/cm?foi estabelecida uma regressdo quadratica, de forma que
o efeito antimicrobiano € ainda mais intenso com o aumento da irradiancia

(Figura A2, dos apéndices).
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6 Conclusao

Este trabalho evidenciou:

A associacdo do SDS com o AM apresenta maior efetividade da TFD
quando realizada a comparagao do AM em agua em todas as dosimetrias

avaliadas;

A utilizacao do AM/SDS evidencia correlagdo entre Exposi¢cao Radiante e

efeito antimicrobiano em irradiancias acima de 26,1 mW/cm?;

A utilizacdo do AM/SDS evidencia correlacdo entre Irradiancia e o efeito

antimicrobiano em Exposi¢cdes Radiantes acima de 17,8 J/cm?;

O uso de equipamentos de baixa intensidade e a utilizacdo de baixas

exposi¢des radiantes ndo sao indicadas;

O aumento da dosimetria esta correlacionada a maior efetividade da

terapia antimicrobiana;

Nao foram estabelecidos limites superiores quanto a estes parametros.
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7. Correlagao de Pearsons

Para avaliar a resposta antimicrobiana em fungdo das exposicdes
radiantes utilizadas, nos diferentes parametros de irradiancia selecionados foram

determinados os valores de coeficientes de correlagdo de Pearson (Tabela A1).

Tabela A1: Analise de correlacdo de Pearson entre o efeito

antimicrobiano e a exposi¢ao radiante, nas diferentes irradiancias.

Valor p Coeficiente de Pearson
3,7 0,1031
11,2 0,4320
18,6 0,2804
26,1 7,77x1071° -0,8357

Adicionalmente, foram utilizadas técnicas de regressao para estabelecer
relacbes matematicas entre o efeito fotodindmico e a exposicao radiante, nas
irradiancias utilizadas. Os graficos representativos dos dados e fungdes
matematicas estabelecidas, além dos parametros determinados estao

apresentados na Figura A1.
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Figura A1: Regressao linear/polinomial para estabelecer relagbes matematicas entre o efeito
antimicrobiano e a exposigéo radiante, nas diferentes irradiancias A) 3,7 mW/cm2; B) 11,2 mW/cm2;

C) 18,6 mW/cm2; D) 26,1 mW/cm2



Para avaliar a resposta antimicrobiana em funcdo das irradidncias
utilizadas, nos diferentes parametros de exposicao radiante selecionados foram

determinados os valores de coeficientes de correlagdo de Pearson (Tabela A2).

Tabela A2: Analise de correlacdo de Pearson entre o efeito

antimicrobiano e a irradiancia, nas diferentes exposi¢des radiantes.

Exposigdo Radiante (J/cm?) Valor p Coeficiente de Pearson
44 0,8496
17,8 2,77x107 -0,7549
26,7 9,25x1012 -0,8722
440 3,38x108 -0,8180

Adicionalmente, foram utilizadas técnicas de regressao para estabelecer
relagcbes matematicas entre o efeito fotodindmico e a irradiancia, nas exposi¢des
radiantes utilizadas. Os graficos representativos dos dados e fungbes
matematicas estabelecidas, além dos pardmetros determinados estao

apresentados na Figura A2.
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