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RESUMO

O azul de metileno (AM) é um composto fenotiazinico catibnico com
propriedades interessantes para aplicacdo na terapia fotodinAmica antimicrobiana
(aPDT). Sua caracteristica de agregacdo direciona 0s mecanismos de acao
fotoquimicos e pode ser favorecida conforme o meio no qual esta veiculado.
Adicionalmente, dificuldades em manter uma solugcéo em sitios especificos na cavidade
bucal durante o periodo de pré-irradiacdo motivaram o desenvolvimento de uma
formulacdo com maior viscosidade visando aumentar o tempo de permanéncia no local
e preservando as propriedades fotoquimicas do AM. O objetivo desta pesquisa foi
desenvolver formulacédo de AM para aPDT associado a biopolimeros mucoadesivos de
diferentes carateres ibnicos: hidroxipropilmetilcelulose e carboximetilcelulose (CMC),
bem como, ao surfactante anidnico dodecil sulfato de s6dio (SDS). O estado de
agregacdo do AM foi avaliado por meio da determinagdo espectrofotométrica da razéo
dimero/monémero (D/M). A viscosidade e a densidade das formulages, a influéncia do
pH e de trés concentragbes do AM na razdo D/M foram analisadas. Testes
microbioldgicos in vitro foram conduzidos em biofilme de Candida albicans (ATCC
10231). No experimento de incorporagdo as amostras foram tratadas com AM veiculado
em agua ou em formulagéo e o tempo de pré-incubacgédo avaliado foi de 5, 10, 30 e 60
min. A viabilidade foi avaliada em agua em pH &cido, formula, AM a 0,005% e a 0,010%,
em agua e em formula. Ap6s 5 min no escuro, o biofilme foi lavado e irradiado por 27 ou
54 min. Diluigbes foram incubadas e as unidades formadoras de colonias por mL
(UFC/mL) foram contadas. A formulacdo selecionada teve sua estabilidade avaliada por
um ano através de testes organolépticos, pH, quantificacdo do mondémero de AM e razao
D/M. Resultados indicam menor razdo D/M com o aumento da concentracdo dos
polimeros sem SDS, entretanto com a adigdo do surfactante, ha ainda maior reducéo
de D/M para os dois polimeros estudados, sendo observada menor agregacdo do AM
na formulacéo acida com CMC e SDS. As menores concentragfes de AM favorecem
menor agregacao, sem diferenga estatistica entre 0,002% e 0,005%. O AM veiculado
em agua apresenta maior incorporagcdo que em férmula. A viabilidade em biofilme de
24h resultou significativa reducéo apenas para a formulacédo contendo 0,005% de AM.
Ja em biofilme de 48h, todas as amostras de AM, em &gua ou formula, apresentaram
reducdo significativa, sendo que duas irradiacdes sucessivas de 27 min com duplo
tratamento foi mais eficaz que a Unica de 54 min, alcancando redugdo média maxima
de 4,26 Log para a férmula de AM 0,005%, demonstrando que a menor incorporacao
ndo afetou a acdo antimicrobiana para essa amostra. A formulacdo otimizada se
manteve estavel por 1 ano nos atributos caracteristicas organolépticas, pH e
quantificacdo de AM. Entre 6 e 12 meses, a razdo D/M apresentou diferenca estatistica,
embora possa nao ter relevancia uma vez que os valores obtidos foram muito préoximos.
Portanto, a associagdo de adjuvantes farmacotécnicos, a carga idnica do polimero, a
concentracéo do AM e o pH do meio no qual é veiculado influenciam seu comportamento
de agregacéao, sendo seguro o emprego da formulacéo otimizada desenvolvida por 12
meses apos a fabricacao e efetiva para aPDT conforme avalia¢des in vitro de viabilidade
em biofilme de C. albicans com tempo de pré-irradiacdo de 5 min e 2 irradiacdes
sucessivas conforme parametros estabelecidos, sem prejuizo da efetividade
antimicrobiana e com a vantagem de favorecer maior retencdo no local aplicado.
Estudos adicionais podem ser realizados, visando a otimizagédo da dosimetria a fim de
alcancar melhor desempenho para aPDT clinica.

Palavras-chave: inativacdo fotodindmica; fotoquimioterapia, azul de metileno;
agregacao; biofilme.



ABSTRACT

Methylene blue (AM) is a cationic phenothiazine compound with interesting
properties for application in antimicrobial photodynamic therapy (aPDT). Its aggregation
characteristic directs the photochemical action mechanisms and can be favored
depending on the medium in which it is transmitted. Additionally, difficulties in
maintaining a solution in specific locations in the oral cavity during the pre-irradiation
period motivated the development of a formulation with higher viscosity in order to
increase the residence time in the location and preserve the photochemical properties of
AM. The objective of this research was to develop AM formulation for aPDT associated
with mucoadhesive biopolymers of different ionic characters:
hydroxypropylmethylcellulose and carboxymethylcellulose (CMC), as well as the anionic
surfactant sodium dodecyl sulfate (SDS). The AM aggregation state was evaluated by
spectrophotometric determination of the dimer/monomer (D/M) ratio. The viscosity and
density of the formulations, the influence of pH and three AM concentrations on the D/M
ratio were analyzed. In vitro microbiological tests were conducted on Candida albicans
(ATCC 10231) biofilm. In the incorporation experiment, the samples were treated with
AM conveyed in water or in a formulation and the pre-incubation time evaluated was 5,
10, 30 and 60 min. Viability was evaluated in water at acidic pH, formula, AM at 0.005%
and 0.010%, in water and in formula. After 5 min in the dark, the biofilm was washed and
irradiated for 27 or 54 min. Dilutions were incubated and colony forming units per mL
(CFU/mL) were counted. The selected formulation had its stability evaluated for one year
through organoleptic tests, pH, AM monomer quantification and D/M ratio. Results
indicate a lower D/M ratio with increasing concentration of polymers without SDS,
however, with the addition of surfactant, there is an even greater reduction in D/M for the
two polymers studied, with less aggregation of AM observed in the acidic formulation
with CMC and SDS. Lower AM concentrations favor less aggregation, with no statistical
difference between 0.002% and 0.005%. AM conveyed in water presents greater
incorporation than in formula. Viability in 24h biofilm resulted in a significant reduction
only for the formulation containing 0.005% AM. In a 48-hour biofilm, all AM samples, in
water or formula, showed a significant reduction, with two successive 27-min irradiations
with double treatment being more effective than the single 54-min irradiation, reaching a
maximum average reduction of 4.26 Log for the 0.005% AM formula, demonstrating that
the lower incorporation did not affect the antimicrobial action for this sample. The
optimized formulation remained stable for 1 year in terms of organoleptic characteristics,
pH and AM guantification. Between 6 and 12 months, the D/M ratio showed a statistical
difference, although it may not be relevant since the values obtained were very close.
Therefore, the association of pharmacotechnical adjuvants, the ionic charge of the
polymer, the AM concentration and the pH of the medium in which it is conveyed
influence its aggregation behavior, making it safe to use the optimized formulation
developed for 12 months after manufacturing and effective for aPDT according to in vitro
viability assessments in C. albicans biofilm with a pre-irradiation time of 5 min and 2
successive irradiations according to established parameters, without compromising
antimicrobial effectiveness and with the advantage of favoring greater retention at the
applied site. Additional studies can be carried out, aiming to optimize dosimetry in order
to achieve better performance for clinical aPDT.

Keywords: photodynamic inactivation; photochemotherapy; methylene blue;
aggregation; biofilm.
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1 CONTEXTUALIZACAO

A resisténcia antimicrobiana é considerada um grave problema de saude
publica (ANVISA, 2021a; WHO, 2022) e uma crescente ameaca global aos
ganhos em saude, sendo categorizada pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) como um dos 10 principais riscos que a humanidade enfrenta atualmente
(PAHO, 2019; WHO, 2022).

Considerada como um processo evolutivo normal, a resisténcia
microbiana tem tido um aumento acelerado em consequéncia ao UuSO
indiscriminado de medicamentos antibidticos, ocasionando significativa
mortalidade e morbidade (WHO, 2021). Dados internacionais alertam que cerca
de 35% das infec¢cdes comuns j& apresentam microrganismos com resisténcia
aos medicamentos antimicrobianos disponiveis, podendo esse niumero alcancgar
a marca dos 90% especialmente em alguns paises de baixa e média renda Cerca
de 45% da populacdo mundial possui uma ou mais doencas bucais
representando quase 3,5 bilhdes de pessoas em todos os paises afetando a
humanidade em qualquer fase do ciclo de vida (WHO, 2022). O ndmero de 6bitos
decorrentes da resisténcia microbiana é expressivo tal como 0s prejuizos a
economia cujo impacto abrange internacfes mais prolongadas, com cuidados
mais intensivos e necessidade de alternativas antibitticas, resultando em
ineficacia no tratamento de doencas (ANVISA, 2021a).

Em relatério, a OMS enquadra a saude oral mundial como uma situagéo
alarmante, concluindo que a mesma requer medidas urgentes (WHO, 2022). De
acordo com o Centers for Disease Control and Prevention (CDC, 2019) mais de
35 mil pessoas morrem anualmente nos Estados Unidos em decorréncia das
mais de 2,8 milhGes de infeccbes resistentes a antibidticos, tendo os custos
hospitalares girado em torno de 35 a 45 bilhdes de ddlares, enquanto na Europa
esse valor pode atingir a marca dos 7 bilhdes de euros. Ja nos paises em
desenvolvimento, nos quais a situagcdo € mais grave, a publicacdo dos dados
econdmicos é limitada (ANVISA, 2021b) sendo urgentemente necessario adotar
tratamentos antibacterianos inovadores (WHO, 2021) inclusive voltados aos
cuidados da saude oral (THOMPSON et al., 2020).
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Em se tratando de salude bucal, a relevancia em se atentar as questfes
relacionadas a resisténcia antimicrobiana se deve ao fato de os antibidticos
estarem entre os medicamentos mais prescritos para infec¢cdes bacterianas
pelos dentistas, sendo estimada uma taxa de prescricdo odontolégica
aproximadamente de 10% em relacdo a todas as prescricdes dessa classe
medicamentosa em escala global (THOMPSON et al., 2020; WHO, 2022).

Considerando que a resisténcia microbiana frente aos agentes anti-
infecciosos representa um problema globalizado de ameaca a saude publica,
outras alternativas terapéuticas se tornam necessarias a opcado unicamente
farmacoldgica. Neste sentido a terapia fotodinamica (PDT, do inglés
photodynamic therapy) demonstra ser um caminho de viabilidade potencial por
ser ndo invasiva, de seguranca estabelecida, ndo especifica a microrganismos
(amplo espectro de acéo) além de nado estar relacionada a resisténcia microbiana
(HAMBLIN; HASAN, 2004).

A PDT tem aplicacdo em diversos campos clinicos (TARDIVO et al., 2005)
com a finalidade de tratar doencas e recuperar a saude, obtendo resultados
promissores em pacientes tratados com a minima invasao e poucos efeitos
adversos, quando comparados aos tratamentos convencionais direcionados aos
processos infecciosos e até mesmo o cancer, considerando sua principal acdo
que ocasiona a morte celular, seja de microrganismos ou de células tumorais.

A terapéutica com luz € amplamente utilizada na clinica odontolégica,
sendo a PDT aplicada, inclusive, como adjuvante para adequada desinfec¢ao do
sistema de canais radiculares em cirurgias periapicais e no tratamento
endodoéntico convencional, com a justificativa de substancial reducdo da
variedade e quantidade de microrganismos nas infecdes endodonticas
(SIMOES:; CATAO, 2021). Quando a PDT é utilizada com foco antimicrobiano,
costuma-se denomina-la terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT, do inglés
antimicrobial photodynamic therapy).

Na odontologia a aPDT tem representado uma estratégia importante para
uso associado aos protocolos convencionais de desbridamento quimico-
mecanico com o intuito de potencializar a desinfec¢do dos canais radiculares
(FIGUEIREDO JUNIOR et al., 2021). O emprego da aPDT em pacientes
fumantes, cujo comprometimento da cicatrizacéo periodontal representa um fator

agravante, é recomendado também como adjuvante ao desbridamento
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mecanico, no tratamento da periodontite, apresentando beneficios sutilmente
mais elevados quando comparados ao grupo tratado apenas com raspagem e
alisamento radicular (FERRO; BARBOSA, 2019).

A aPDT, por atuar na redugéo da carga microbiana, ou mesmo a sua
eliminacdo, também auxilia na regeneracao tecidual, vide que a presenca do
microrganismo € responsavel pela inducdo do processo inflamatério local
(KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016).

Ja em revisdo sistematica visando demonstrar a eficacia da aPDT frente
a colonizacao de multiplas espécies bacterianas em doencas periodontais e peri-
implantares, Lopez et al. (2020) concluem que todos os estudos alcancaram
significativa reducdo da quantidade total de carga bacteriana, em média em
99,3%, porém sem alcancar taxa elevada o suficiente para inativacdo do
microrganismo.

Uma revisao sistematica da literatura concluiu que o tratamento mais
eficaz na atualidade para candidiase oral € o uso associado de antifingicos
convencionais e PDT, uma vez que o uso isolado da PDT combate a infecgéo
fungica ainda num patamar inferior quando comparada ao uso combinado a
farmacoterapia. Além disso, esse uso associado pode ser realizado com uma
menor dose do antifingico, tendo a garantia de eficacia e a vantagem de reduzir
as possibilidades de resisténcia microbiana (TEODORO; FERNANDES, 2020).

1.1 Terapia Fotodinamica

A PDT consiste essencialmente no envolvimento de trés elementos: um
agente fotossensibilizador (FS), uma fonte especifica de luz e a presenca de
oxigénio (HAMBLIN; HASAN, 2004). E preferencialmente seletiva por células
sensibilizadas durante tempo necessario, estando susceptiveis a irradiacdo da
luz, parametrizada em adequados padrées dosimétricos que atuara sobre o
tecido provocando reacgdes fotoquimicas capazes de formar espécies reativas de
oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species) que levam a erradicacéao das
células fotossensibilizados.

A Figura 1 traz o Diagrama de Jablonski no qual ilustra os trés elementos
essenciais da PDT e 0s passos que se seguem apos a interacdo que ocorre

entre eles.



22

Figura 1 — Diagrama de Jablonski
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FS no estado fundamental
Fonte: adaptado de Dai et al. (2012).

Parte-se da irradiacdo da luz em comprimento de onda adequado e
especifico ao FS aplicado no local a ser tratado e que inicialmente se encontra
em seu estado fundamental (So). Com a absor¢éo da luz, esse FS passara para
um estado excitado num nivel superior de energia. Esse FS em estado excitado
singlete (S1) tende a perda de energia e podera prosseguir por alguns caminhos
que levardo a essa queda energética através de processos radiativos,
cruzamento intersistemas e processos nao radiativos. A fluorescéncia € um
processo radiativo que se da pela emissao de radiacao visivel a partir do S:
retornando ao So. No cruzamento intersistemas ocorre a transicdo do Si para o
estado excitado triplete (T1). A fosforescéncia, também €& um processo radiativo,
no qual ocorre a emissdo de radiacdo visivel, assim como na fluorescéncia,
porém com mudanca de multiplicidade ocorrendo a partir do T1 retornando ao
So. O FS no T1 apresenta tempo de vida superior em relagdo ao Si, diferenca de
milissegundos ou microssegundos, em relagdo aos nanosegundos. Neste
sentido ha maior probabilidade de interacdo com o meio, incluindo o oxigénio
(O2) e participacédo da formacao de ROS para realizar a acéo terapéutica, por
meio de dois mecanismos diferentes: do Tipo | ou do Tipo Il. As reagdes do Tipo
| desencadeiam processos oxidativos envolvendo transferéncia de elétrons e
produzindo radicais livres e peroxidos. Ja nas reagdes do Tipo Il, ha transferéncia
de energia do T1 do FS para o Oz, cujo estado fundamental apresenta-se como
oxigénio triplete (302), levando a passagem para seu estado excitado, no qual se
apresenta como oxigénio singlete (102), capaz de reagir com outra molécula

provocando o dano celular, como resposta terapéutica (SILVA et al., 2017).
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Desta forma, os responsaveis pelos danos irreversiveis que levam a morte
celular séo as ROS, sendo o 'Oz considerado como o principal agente citotéxico
na PDT em células tumorais (COLLINA et al., 2018) e os FS com alta capacidade
de producéo de 'Oz tém sido considerados mais potentes para a PDT (BRITO;
SANTOS; NANTES-CARDOSO, 2019). O mecanismo de morte celular na PDT
pode variar dependendo do tipo de interface a qual o FS se liga, originando
diferentes tipos de agregados que induzem espécies citotoxicas diversas,
levando a apoptose quando relacionada a geracéo de 'Oz, ou necrose quando
relacionada a geracédo de radicais (SEVERINO et al., 2003). Hamblin e Hasan
(2004) apontam a possibilidade do 'O2 poder se difundir em bactérias ao ser
gerado na superficie externa ou muito proximo a ela, e hipotetizam ainda que os
FS que agem principalmente via mecanismos do Tipo | precisam penetrar na
membrana externa de bactérias gram-negativas. Leveduras, tais como Candida
albicans sdo ainda mais resistentes a inativacéo fotodinamica devido a presenca
de uma membrana nuclear que pode apresentar uma barreira adicional para a
penetracdo do FS sendo necessarias doses maiores tanto de luz como de FS
(DEMIDOVA; HAMBLIN, 2005).

1.1.1 Fotossensibilizadores

Os FS sado parte essencial na eficacia da aPDT. Para isso, existem
algumas caracteristicas ideais: seletividade para o alvo de tratamento com
rapida absorcéo e acumulacao, permanéncia na regido durante tempo adequado
para realizacdo do tratamento, seguida de eliminacao rapida (SANTOS, 2018).

O emprego de produtos naturais como FS tem sido pesquisado na PDT,
sendo 0os compostos mais amplamente estudados até o momento a Curcumina
e a Hipericina, isolados respectivamente dos vegetais Curcuma sp e Hypericum
perforatum (ROCHA; LIMA; YARA, 2020).

As classes de FS mais empregadas na PDT séo as porfirinas, clorinas,
ftalocianinas além dos fenotiazinicos. As porfirinas apresentam intensa banda de
absorcado na regido de 400 nm, ja as clorinas possuem intensa absorcéo da luz
por volta de 650 nm. As ftalocianinas sao caracterizadas por baixa
hidrossolubilidade e geralmente necessitam ser veiculadas em formulacdes

otimizadas, abrangem ampla faixa de absor¢do com bandas em 350 nm, 600 nm



24

e 750 nm. Os fenotiazinicos compdem uma classe de corantes representadas
pelo azul de metileno (AM) e azul de toluidina (SILVA et al., 2017) cuja seguranca
para uso em humanos € uma caracteristica reconhecida (PROCHNOW et al.,
2016).

A PDT tem sido muito explorada com potencial aplicabilidade
antimicrobiana na area odontolégica, sendo o AM um dos principais agentes FS
estudados (COLLINA et al., 2018; FILIPINI et al., 2019; TARDIVO et al., 2005),
principalmente no Brasil. A PDT empregando AM com finalidade antimicrobiana
vem sendo evidenciada na literatura cientifica, para fins odontolégicos ou na
medicina como um todo (CECATTO et al., 2020; COLLINA et al., 2018; LEAL et
al., 2016; OLIVEIRA-SILVA et al., 2016; SOUSA et al., 2015; TARDIVO et al.,
2005; TEODORO; FERNANDES, 2020).

1.1.1.1 Azul de metileno

O corante AM é descrito na edi¢cdo vigente da Farmacopeia Brasileira
como cloreto de metiltioninio de férmula molecular C16H18CIN3S.3H20 e massa
molar de 373,9 g/mol, disponibilizado comercialmente também em outras formas
hidratadas (BRASIL, 2019a), sendo o peso molecular da forma anidra
equivalente a 319,9 g/mol.

Quando utilizado sem a irradiagéo de luz, o AM n&o apresenta toxicidade
uma vez que ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas ao
grupo controle comparativamente aos grupos irradiados em experimentos in vitro
(LEAL et al., 2016; OLIVEIRA-SILVA et al., 2016), podendo ser considerado um
ativo seguro para uso na aPDT (PROCHNOW et al., 2016).

O uso de AM ou a aplicacdo da luz, ndo sao individualmente capazes de
exercer efeito citotoxico ficando evidente que a efetividade da aPDT com AM se
da na aplicacdo conjunta de FS e luz (SOUSA et al., 2015).

Particularmente o AM demonstra caracteristicas peculiares com grande
potencial de aplicabilidade na PDT (TARDIVO et al., 2005) sendo algumas das
vantagens ser um dos poucos FS registrados na Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), possuir o maximo de absor¢cdo em 660 nm que faz parte da
regido considerada janela terapéutica de maior aplicabilidade dessa terapia
(SILVA et al., 2017) e demonstrar baixa toxicidade no escuro (TANG et al., 2005).
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Apesar da aPDT associada ao AM ser considerada eficaz in vitro, ainda
nao foram definidos claramente os melhores parametros para sua execucao
clinica (FILIPINI et al., 2019; TANG et al., 2005). A eficacia terapéutica dessa
terapia é dependente do tipo de interacdo entre o FS e o alvo bioldgico
(TEDESCO; RIBEIRO; PAULA, 2019), sendo essencial considerar a gravidade
da infeccdo, além dos seguintes fatores: concentracdo do FS, forma
farmacéutica e parametros de luz (CECATTO et al., 2020).

Embora seja facilmente sollvel em agua e etanol, o AM pode demonstrar
caracteristicas hidrofébicas (OLIVEIRA et al., 2019). A hidrofobicidade
apresentada por essa substancia faz com que a mesma apresente tendéncia a
formar agregados em funcdo de solventes ou na presenca de polieletrélitos
(LIMA et al., 2008). O AM pode se apresentar em mondmeros ou em dimeros,
gue € a menor forma agregada, sendo a relacdo entre elas calculada pela razéo
dimero/monémero (D/M).

As bandas caracteristicas de cada um desses estados de agregacédo
podem ser diferenciadas nos espectros de absor¢ao, conforme demonstrado na
Figura 2 que destaca o pico de 590 nm para dimeros e de 664 nm para
mondmeros do AM (BERGMANN; O’KONSKI, 1963).

Figura 2 — Espectros de absorcéo de dimeros e monémeros de AM

Mondémero

Dimero

¢/10* mol'Lem”

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

Fonte: Bergmann; O’Konski (1963).

Segundo Bergmann; O’Konski (1963), existe um ombro em
aproximadamente 610 nm identificado como um componente vibracional de uma

Unica banda eletrénica que diferencia claramente os espectros do dimero e do
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mondmero, indicando uma forte interacao entre os elétrons das duas moléculas
de AM em forma agregada de dimero.

Desta forma, a técnica espectrofotométrica de espectroscopia de
absorcao eletrbnica na faixa de espectro eletromagnético UV-visivel € aplicada
como analises qualitativa e quantitativa (BRASIL, 2019a) para detectar os
estados agregados de AM (COLLINA et al., 2018). O método é fundamentado
na absorcdo de energia eletromagnética por moléculas, com intervalo de
frequéncia na faixa do UV-visivel, e depende de fatores como concentracao e a
propria estrutura quimica, sendo (til tanto para identificacdo quanto
guantificacdo de substancias (BRASIL, 2019a).

A concentracdo € um fator que interfere na agregacdo das particulas de
AM. Ha um equilibrio entre monémeros e dimeros na solucdo aquosa de AM,
cujo deslocamento se da para a forma monomérica quando em baixas
concentracdes e para a forma dimérica, em altas concentracdes do FS, sendo a
forma monomérica de AM predominante até a concentracdo de 20 uM,
equivalente a 0,0006% (COLLINA et al., 2018). A dimerizacdo do AM é
proeminente em agua devido a alta constante dielétrica (LEWIS et al., 1943).

A interacdo do corante fenotiazinico AM com macromoléculas apds ser
incorporado em células e tecidos pode levar a modificagdes nas propriedades do
estado fundamental desse FS (TADA, 2007). Além disso, a eficiéncia da
fotossensibilizacdo € alterada com a formacdo de agregados, reduzindo a
geracdo de 'O:2 ao ser estimulada pela luz (LIMA et al., 2008). Além disso, o
estado de agregacdo modula o tipo de reacdo fotoquimica que ocorre e seu
mecanismo de acgdo (COLLINA et al.,, 2018; TARDIVO et al., 2005). Os
mondmeros tendem a produzir mais 'Oz enquanto dimeros tendem a produzir
mais radicais (JUNQUEIRA et al., 2002).

Resultados de Collina et al. (2018) apontam para a importancia do
desenvolvimento de formula¢des que promovam a desagregacdo do AM, uma
vez que o rendimento quantico da producao de 'Oz é bem menor para as formas
agregadas (BRITO; SANTOS; NANTES-CARDOSO, 2019). Além disso, os
mondmeros de AM sdo mais eficazes na reducdo do numero de células de
Candida albicans in vitro tanto em suspensao quanto em biofilme, sendo mais

eficazes em causar morte celular via *O2 (COLLINA et al., 2018).
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1.2 Formulacéo para uso odontoldgico

E importante ressaltar que a auto agregacéo esta relacionada ao solvente,
a concentracdo e a solubilidade do ativo e, os parametros fisico-quimicos da
formulacéo interferem diretamente na fotofisica do AM (LIMA et al., 2007).
Prochnow et al. (2016) destacam que a eficacia clinica da aPDT precisa ser
otimizada e que o emprego de etanol na formulagcdo com AM pode proporcionar
0 aumento desse efeito.

Formulagbes de AM contendo etanol apresentaram maior efeito
antimicrobiano, sendo esse resultado alcancado devido o etanol gerar menor
agregacdo molecular do AM com maior propor¢cdo de monémeros em relacao
aos dimeros, além de haver maior producgao de Oz (FILIPINI et al., 2019) cuja
meia-vida é elevada em cinco vezes aproximadamente, na presenca de etanol
do que na solucdo aquosa, fenbmeno esse que fornece maior tempo de
interacdo entre o 'Oz e as células microbianas (PROCHNOW et al., 2016).

Considerando a necessidade de controle da agregacao do AM, Pavani et
al. (2017) desenvolveram um enxaguatério bucal composto por AM como
principio ativo que sera fotoativado em comprimento de onda de 660 nm para
PDT com finalidade antimicrobiana. A associa¢do de dodecil sulfato de sédio
(SDS, do inglés sodium dodecyl sulfate), em concentracdo entre 0,5% e 2%
como agente surfactante visa modular a agregacao do FS, estabelecendo um
controle da relacdo entre monémeros e dimeros, além de favorecer a limpeza
superficial dos dentes e contribuir com a acédo antimicrobiana (COLLINA et al.,
2018; PAVANI et al., 2017), obtendo eficacia perante biofilmes de Candida
albicans (COLLINA et al., 2022).

O controle da agregacéo foi obtido por meio da combinacdo de AM com o
surfactante SDS. Os surfactantes sdo moléculas que ficam adsorvidas nas
interfaces com atividade de superficie, reduzindo a energia livre das particulas
coloidais e consequentemente a tenséo interfacial. Diante desse perfil, esses
tensoativos capazes de formar micelas, adquirem diversas funcbes: acao
detergente, agente de espuma, molhante, dispersante, emulsionante e
solubilizante (ALLEN JR et al., 2012).

Diferentes concentracoes de SDS permitem modular a formacdo de

agregados do FS, sendo utilizado 0,25% por Collina et al. (2018) com eficiente
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controle da agregacdo, sem, no entanto, ser capaz de provocar morte celular
guando empregado isoladamente (COLLINA et al., 2020, 2022).

O AM forma complexos com o surfactante SDS devido atragao
eletrostatica (JUNQUEIRA et al., 2002). Com o aumento da concentracdo de
SDS, atinge-se a concentracdo micelar critica de modo que sédo formadas
micelas. O excesso de micelas de surfactante em relacdo ao FS leva a uma
predominancia da formacdo de mondmeros e na situacdo oposta ha a
predominancia de dimeros (COLLINA et al., 2018). O equilibrio entre mondémero
e dimero induzido pelas micelas é um aspecto determinante para definir as
propriedades fotoquimicas do sensibilizador, podendo deslocar de um
mecanismo Tipo Il para o Tipo I, conforme descreve Junqueira et al. (2002).
Consequentemente, a eficiéncia do tratamento da PDT pode ser otimizada
através do melhoramento da formulacdo desenvolvida. Neste sentido, outros
adjuvantes farmacotécnicos podem ser empregados como forma de solucionar
algumas dificuldades observadas na pratica clinica, tal como a estabilidade da
formulacédo em condicdes fisioldgicas e a viscosidade da formulacgéo.

Aumentar a viscosidade possibilita a obtencao da consisténcia adequada
para aplicacao e permanéncia no local desejado. Este € um fator importante para
garantir a retencao no local aplicado e liberacdo gradual do ativo para realizar
sua acao sem ser rapidamente neutralizado pelo fluxo salivar (TORRES et al.,
2000).

1.2.1 Concentragéo do azul de metileno

A concentracdo de AM é um dos parametros que influenciam na eficacia
da aPDT e ainda ndo ha consenso em termos da quantidade a ser utilizada.
Diversas concentragdes de AM como FS sdo descritas na literatura, com
aplicacdes in vitro e in vivo, sugerindo uma indefinicdo de dose padronizada que
ofereca seguramente o melhor emprego na pratica clinica odontoldgica.

A ANVISA considera a concentracdo de até 1% do AM segura,
classificando-a como medicamento de baixo risco sujeito a notificacdo
simplificada (BRASIL, 2006, 2016; TEDESCO; RIBEIRO; PAULA, 2019).

Em estudo in vitro, foi constatado que a PDT com AM em concentracao

de 50 uM (0,0016%) é capaz de provocar a morte celular de forma proporcional
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a quantidade de luz empregada. A irradiacéo de diodo emissor de luz (LED, do
inglés Light Emitting Diode) durante 2 minutos reduziu 100% de Streptococcus
mutans, bactéria presente no desenvolvimento da céarie, concluindo que a
inativagéo é diretamente dependente da fluéncia empregada (LEAL et al., 2016).

Solucdes de concentracdo 250 uM (0,008%) de AM foram avaliadas por
Prochnow et al. (2016), sendo observado maior efeito antimicrobiano em
formulagbes associadas ao etanol.

Silva et al. (2020) utilizaram o AM a 1% como fotossensibilizante em
terapia ndo invasiva com laser em clinica odontologica associada a raspagem
sub e supragengival, obtendo melhora expressiva do quadro de displasia
cemento Ossea periapical na qual foi observada minimizacdo da lesédo e
restituicdo éssea, devido reducéo de microrganismos no local da leséo.

Garcez et al. (2016) relatam que menores concentracdes de AM, entre 50
UM e 100 pM, (equivalentes a cerca de 0,0016% e 0,003%) sédo capazes de
promover maior formacdo de ROS apés irradiacdo, quando comparadas as
concentracdes de 150 uM e 300 uM (equivalentes a cerca de 0,005% e 0,010%)
do FS. Isto se déa visto que nessas mais elevadas concentracfes ha formacao
de escudo 6ptico minimizando o efeito fotodindmico, por impedir que a luz
alcance o volume total de AM. Ademais, a solu¢cdo mais concentrada do FS
penetra com maior dificuldade nos tibulos dentinarios e causa comprometimento
estético devido manchamento do dente.

Em estudo sobre os efeitos da PDT em biofilmes de Enteroccus faecalis,
(LOPEZ-JIMENEZ et al., 2015) a dose empregada foi de 0,005% de AM e o
veiculo utilizado foi tampé&o fosfato salino associado a agente de viscosidade
mucoadesivo, ressaltando a variedade de doses empregadas do FS, bem como

0s meios de veiculacéo e diversidade de fluidez das preparacgdes.

1.2.2 Conservantes

A selecédo do sistema conservante de uma formulagdo deve levar em
conta ndo somente a prevencéo do crescimento microbiano e contaminagéo da
formulagdo, mas também sua capacidade hidrossoluvel, seu pH de agéo, sua
compatibilidade com demais componentes e ativos veiculados, a nao interacao

com o material de acondicionamento, sua seguranca e auséncia de toxicidade
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(ALLEN JR; POPOVICH; ANSEL, 2007), devendo considerar ainda seu espectro
de acéo (BRASIL, 2012).

Pinto, Kaneko e Pinto (2015) afirmam que o grupo mais popular € o do
parabeno e, sugerem o emprego desse conservante na concentragdo acima de
0,4% para o éster utilizado isoladamente, ou 0,8% para mistura de ésteres.

Parabenos sao incompativeis com alcalis e sais de ferro, apresentando
certa reducéo de sua atividade conservante em associagdo a insumos anidnicos
e tensoativos ndo-ionicos (PINTO; KANEKO; PINTO, 2015).

Conservantes de natureza acida, tais como acido sérbico, acido benzoico
e dehidroacético, apresentam eficacia na forma néo dissociada, em pH inferior a
6, uma vez que tendem a perder acdo em pH neutro a alcalino. Ja em
preparacdes alcalinas o ideal é utilizar conservantes a base de amonios
quaternarios (PINTO; KANEKO; PINTO, 2015).

Na formulacdo de Pavani et al. (2017) ha a adicdo de metilparabeno a
0,1% para agao conservante, com o intuito de preservar a preparacdo com
finalidade clinica, evitando a contamina¢édo microbiana do produto e contribuindo
para sua estabilidade microbioldgica durante todo o prazo de validade.

Dessa forma, o parabeno sera inicialmente mantido na formulacéo
desenvolvida nesse estudo, conforme as particularidades da preparagéo a fim
de assegurar que nao tenha incompatibilidade entre as substancias.

1.2.3 Edulcorantes

E fundamental que qualquer forma farmacéutica de uso oral seja
agradavel ao paladar do paciente sendo para tanto, considerado o emprego de
edulcorantes e flavorizantes com o propadsito de mascarar o sabor (ALLEN JR;
POPOVICH; ANSEL, 2007; THOMPSON; DAVIDOW, 2009).

Adicionalmente, outros componentes foram associados a formulacdo
desenvolvida por Pavani et al. (2017) com finalidade de edulcorar, melhorando
sua palatabilidade e aceite pelo paciente, através do emprego de sacarina sédica
a 0,75% ou sorbitol a 20%.

A reducdo de uso de aclUcares em medicamentos de uso oral é
recomendada devido risco de erosdo e carie dentaria, sendo sugerida a

substituicdo por xilitol, sem que seja influenciada a estabilidade dos ativos da
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formulacdo (SINGANA; SUMA, 2020), uma vez que é capaz de evitar a
desmineralizacdo Ossea e dos dentes, prevenir inflamacdo e infecgdes,
apresentando ainda atividade como carreador de farmacos, vinculada a sua
natureza atoxica e elevada permeabilidade (AHUJA et al., 2020).

O xilitol representa uma alternativa para edulcorar a preparacédo, devido
seu poder adocante semelhante a sacarose, tendo o grande diferencial de ser
nao cariogénico, por promover reducéo na adesao de placa e comprometimento
do crescimento de bactérias cariogénicas (AHUJA et al., 2020; APPEL; REUS,
2005; BASTOS et al.,, 2005), sendo especifico para Streptococcus mutans
(GONCALVES et al., 2001; TORRES et al., 2000). Além de ser edulcorante, o
xilitol possui propriedades antimicrobianas podendo ser empregado também
para evitar a contaminacao microbiana de preparacdes (AHUJA et al., 2020).

A concentragao de 1% do monoéster de xilitol C-8 em lo¢gdo com pH 5,5
foi considerada eficaz como conservante para reduzir a contagem de bactérias
e Candida albicans, com mesma atividade contra Aspergillus niger em pH 7,0
(AMARAL et al., 2011).

Propriedades como a viscosidade também podem influenciar no quesito
do melhoramento da palatabilidade, sendo que com o0 aumento da consisténcia,
haverd menor contato da formulacdo com as papilas gustativas, contribuindo
para o mascaramento do sabor (THOMPSON; DAVIDOW, 2009).

1.3 Propriedades da formulacéao

No delineamento da formulacéo sdo determinadas as propriedades fisico-
quimicas que devem ser asseguradas desde o preparo até o prazo final de
validade do produto desenvolvido. Para tanto, os aspectos relacionados a
viscosidade, pH e estabilidade s&o fundamentais para estabelecer as

caracteristicas mais adequadas a preparacao.

1.3.1 Viscosidade da formulacéao

E essencial considerar durante o desenvolvimento da formulagio, as
propriedades reologicas da forma farmacéutica responsaveis por modular 0s

sistemas de liberacdo e distribuicdo do farmaco. A vantagem de se elevar a
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viscosidade de preparacdes liquidas € a possibilidade de obter a consisténcia
adequada para aplicacdo e permanéncia no local desejado.

Assegurar a entrega do FS em concentragcédo adequada no local infectado
€ uma etapa critica, sendo essencial a administracdo de uma formulacdo
apropriada (SHARMA; DUBE; MAJUMDER, 2021). A substantividade sera maior
para solucbes de alta viscosidade comparativamente as de baixa viscosidade
(SAKAE et al.,, 2018), sendo esse um fator importante para garantir a
retentividade no local de aplicacdo para gradativa liberacdo para realizar sua
acao sem ser rapidamente afetado pelo fluxo salivar (TORRES et al., 2000).

Com o intuito de evitar a perda de FS fluido durante a aplicabilidade na
clinica odontoldgica, é importante considerar a capacidade de retencdo do
produto na bolsa periodontal, por exemplo, para melhorar o efeito terapéutico.
Para isso sera feito o uso de polimeros viscosos capazes de promover bioadesao
(LIN; DING; CHEN, 2021). Os polimeros sdo macromoléculas de cadeia linear
ou ramificada que interagem com moléculas de agua formando dispersdes
coloidais hidrofilicas estruturadas que contribuem para o aumento de
viscosidade de solucdes (THOMPSON; DAVIDOW, 2009).

Os polimeros sdo substancias capazes de alcancar as caracteristicas
ideais de viscosidade (ALLEN JR et al., 2012; THOMPSON; DAVIDOW, 2009) a
serem determinadas de acordo com as necessidades da clinica odontolégica.
Espera-se que no momento da aplicacdo do produto haja reducdo da
viscosidade da formulacdo polimérica devido as forcas de cisalhamento
empregadas, cujo perfil reoldgico inicial de maior viscosidade é restabelecido
apos a administracdo, devido ao emaranhamento das cadeias poliméricas
(SILVA; COOK; BRUSCHlI, 2020).

Polimeros sollveis em agua, além de aumentarem a viscosidade,
apresentam atividade de superficie e caracteristicas emulsionantes (ALLEN JR
et al.,, 2012). Os agentes que possuem atividade de superficie também sdo
denominados de tensoativos ou surfactantes, sendo vantajosa essa dupla
funcéo farmacotécnica (THOMPSON; DAVIDOW, 2009).

Sao classificados em trés grupos: polimeros naturais, como as gomas
arabica, adraganta, xantana e alginato de sddio; polimeros derivados semi-
sintéticos da celulose, como a metilceluose, carboximetilcelulose (CMC),

hidroxipropilcelulose e hidroxipropilmetilcelulose (HPMC); e, polimeros
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sintéticos, como os carbémeros e os poloxameros (THOMPSON; DAVIDOW,
2009). Desta forma, uma gama enorme de possibilidades esta disponivel para
escolha na etapa do delineamento da formulagéo, sendo fundamental avaliar,
inclusive, o custo-beneficio.

Polimeros, naturais ou sintéticos, com propriedades biocompativeis
apresentam larga empregabilidade no desenvolvimento farmacéutico para
modular os sistemas de liberacao de ativos hidrofilicos ou lipofilicos ao longo de
um tempo determinado. Também controlam a penetracdo nos tecidos, a
distribuicdo intercelular, o reconhecimento molecular e a localizacdo subcelular
(TEDESCO; RIBEIRO; PAULA, 2019).

A fim de favorecer a aplicacdo da formulagdo na oromucosa, 0 emprego
de polimeros mucoadesivos com propriedades de bioadesdo € desejado
(VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010), faciltando a manutencdo da
formulacédo no local aplicado, aumentando o tempo de permanéncia na mucosa
e melhorando os resultados terapéuticos (GARG et al., 2024).

Os sistemas poliméricos, simples e complexos, para veiculacdo de
farmacos FS é indispensavel nos estudos atuais de fotoprocessos bioldgicos
(TEDESCO; RIBEIRO; PAULA, 2019).

Um derivado semi-sintético da celulose, a CMC sbédica é um polimero
aniébnico que se apresenta como um pd higroscopico branco a levemente
amarelado que forma uma disperséo coloidal clara ao ser hidratada apés cerca
de 2 horas de contato com a agua, permanecendo estavel numa faixa de pH
mais estreita, entre 5 e 10 (THOMPSON; DAVIDOW, 2009). Com funcéo
espessante e aglutinante estd presente na composicdo de dentifricios para
aumento da viscosidade (CATIRSE et al., 2020) e além das propriedades de
formacdo de gel, apresenta bom desempenho mucoadesivo através de fortes
ligacbes de hidrogénio entre os grupos carboxila ndo ionizados e a mucina,
principal glicoproteina encontrada no muco, responsavel pelas interagoes fisicas
e mecanicas (PEREIRINHA; FIGUEIRAS, 2016; VILLANOVA; OREFICE;
CUNHA, 2010). A exposicéo a temperaturas mais elevadas levara a diminuigéo
da viscosidade da preparacao contendo CMC (SIGMA-ALDRICH, 2023a), o que
€ desejado ao aplicar o produto clinicamente (SILVA; COOK; BRUSCHI, 2020).

Estudo utilizando formulac&o contendo 0,01% de AM solubilizado em 77%

de agua ultrapura contendo 20% de etanol e 3% de CMC para tratamento
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periodontal de ratos diabéticos concluiu que pode haver beneficios com aPDT,
apresentando menor infiltrado inflamatorio local com menor perda éssea e maior
percentual de fibras coldgenas ao ser comparado a raspagem e alisamento
radicular, considerada padrao-ouro para tratar periodontite (FILIPINI et al.,
2019).

A incorporacdo de biopolimeros, como a metilcelulose, possibilita
aumento da viscosidade e retencdo do AM no local de aplicagéo pelo cirurgido
dentista superando uma deficiéncia clinica quando utilizada formulacao fluida,
que prejudica a fotoinativacao (LIN; DING; CHEN, 2021). O hidroximetilcelulose
foi o agente de viscosidade mucoadesivo utilizado por Lépez-Jimenez et al.
(2015) para veicular o AM em estudos de aPDT.

O baixo tempo de permanéncia das formulacdes na cavidade oral é uma
limitacéo do tratamento de infec¢Bes bucais. Podendo a retencao ser melhorada
com o aumento do tempo de adesao ao veicular o FS em hidrogel, por exemplo
(SILVESTRE et al.,, 2021). Hidrogéis sdo materiais constituidos por rede
polimérica tridimensional com a capacidade de intumescer na presenca de agua,
apresentando propriedades mecanicas de soélidos e transporte difusivo de
liguidos. Formam uma rede tridimensional de polimero hidrofilico e sé&o
biomateriais com aplicacbes promissoras por ser biocompativel aos fluidos
bioldgicos (FEKSA et al., 2018). Nadtoka, Virych e Kutsevol (2020) testaram a
atividade antibacteriana do AM formulado em hidrogel, observando efeito
bactericida e promissora aplicacdo na aPDT apresentando vantagens de ser
atoxico, biocompativel e biodegradavel. A capacidade de absorcao e dessorgéo
de preparacdes contendo AM € dependente do tipo de hidrogel utilizado
(NADTOKA et al., 2020).

O fato do poloxamero formar hidrogeis fracos de rapida dissolugé&o, levou
Silva, Cook e Bruschi (2020) a associarem o derivado celulésico HPMC para
obtencdo de melhores propriedades de retencdo a partir da interacdo desses
polimeros. O resultado apontou sinergismo reoldégico com alteragcbes na
consisténcia em temperatura de 25 °C, sendo considerada de melhor potencial
termorresponsivo para aplicabilidade topica, a concentracdo de 17,5% de
poloxamero 407 e 3% de HPMC. O polimero n&o-iénico e semi-sintético HPMC
possui acdo espessante, tensoativa e emulsificante, empregado para favorecer

o0 controle de entrega de farmacos e elevar a viscosidade de formulacdes.
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Apresenta-se como um po fibroso levemente esbranquicado que intumesce em
agua formando uma dispersao coloidal viscosa, que pode variar de transparente
a opalescente a depender da farmacotécnica empregada (THOMPSON;
DAVIDOW, 2009).

O comportamento reoldgico da formulagéo ira controlar ndo somente a
liberacdo do farmaco da forma farmacéutica, mas também impactar o fluxo da

dispersédo durante o processamento de sua obtencéo (ALLEN JR et al., 2012).

1.3.2 pH da formulacéo

O pH é de extrema importancia para estudos de fotoxidacdo em sistemas
biolégicos sensibilizados por AM, que geralmente séo realizados em solucdes
neutras (BONNEAU et al., 1975).

A formacédo de 'O2 de solu¢cGes aquosas é dependente do pH e afeta a
eficiéncia dos mecanismos de fotossensibilizacdo dos tipos | e Il (TARDIVO et
al., 2005) podendo ser relevante também na inativacdo de bactérias. A producao
de 'Oz por transferéncia de energia do AM varia por um fator de
aproximadamente cinco para a faixa de pH entre 5 e 9, apresentando variacéo
maxima em torno de pH 7, sendo também constatada a influéncia do papel do
tamponamento nestas solu¢cées (BONNEAU et al., 1975). Desta forma, fatores
como concentracdo de AM e pH da solucdo séo relevantes para aplicacdes
bactericidas em aPDT (HUANG et al., 2019).

O rendimento quantico de formacéo de *O2 € muito maior em meio basico
comparativamente ao acido (CHEN; CESARIO; RENTZEPIS, 2011). Num
estudo in vitro realizado por Huang et al. (2019) foi observado que quanto maior
o pH e a concentracdo de AM empregados, maior o efeito bactericida perante P.
gingivalis, A. actinomycetemcomitans e S. mutans, sendo obtida a maior eficacia
com a concentracdo de 200 uyg/mL de AM em pH 10 irradiado durante 60
segundos.

Bonneau et al. (1975) relataram a influéncia do pH na producéo de Oz,
podendo ser cerca de 5 vezes mais eficiente em meio bésico do que em meio
acido em solucdes saturadas de ar e fortemente tamponadas em comparagao

com solucdes nao tamponadas. Chen, Cesario e Rentzepis (2011) observaram
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uma taxa de inativacdo de bactérias gram-positivas e gram-negativas na ordem
de 3 a 25 vezes maior em pH 9 do que a taxa alcancada em pH 5.

Por outro lado, Gusman et al. (2018) visando investigar a
biocompatibilidade de diferentes niveis de pH de solugdo de AM
a 100 ug/mL através da técnica de implantacdo em tecido subcutaneo, relataram
gue o pH acido pode proporcionar maiores beneficios a aPDT com AM uma vez
que a acidez leva a exposi¢cdo da matriz de colageno e favorece a reparacao e
regeneracao do tecido periodontal, com melhor biocompatibilidade que o pH 7.

Foi demonstrado por Almeida (2017) que o AM utilizado em aPDT
juntamente a raspagem e alisamento radicular € seguro e que o pH do FS
influencia no reparo periodontal de ratos, uma vez que os resultados de eficacia
obtidos com a aplicacdo em pH 1,0 foi estatisticamente superior em controlar a
perda 6ssea alveolar guando comparado com o AM em pH 7,0.

Elevar a acidez de uma solucdo € um método que inibe a sintese de
proteinas intracelulares, sendo promissor para inativacao bacteriana (LUO et al.,
2013).

Assim, o pH é outro aspecto a ser contemplado na caracterizacdo da
formulacéo a ser delineada, produzida e padronizada, com a finalidade de avaliar
e obter uma performance mais otimizada. Além disso, é importante considerar
que a aplicacao clinica sera na cavidade oral, cujo pH gira em torno de 8 para a
saliva saudavel de adultos normais e quando contaminada ha maior tendéncia
de acidificacdo do meio (ECKLEY; COSTA, 2006). Comparativamente aos
dentes sem carie, as superficies dos dentes cariados apresentam uma diferenca
meédia de 1,9 na queda do pH devido a agcao acidogénica dos microrganismos
(LUNDSTROM et al., 2020).

Em termos de biocompatibilidade com o tecido conjuntivo, a solugéao de
AM de concentracdo 100 pg/mL apresentou melhor avaliagdo em pH acido do
gue neutro, sendo empregado acido citrico 60 pg/mL para atingir o pH 1, sendo
considerado por Gusman et al. (2018) que o fato de reduzir o pH para um nivel
gue expde a matriz de coldgeno pode elevar os beneficios da aPDT no sentido
de reduzir infeccdo e inflamagdo, aumentando o processo de reparacao.
Entretanto, vale ressaltar que tal experimento foi realizado em animal e sem

avaliacao da fotoquimica.
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A determinacdo potenciométrica do pH, prevista na Farmacopeia
Brasileira, se d4 pela medida da atividade do ion hidrogénio na formulacdo
(BRASIL, 2019a). Sendo possivel, o pH deve ser ajustado para uma faixa de
maxima estabilidade, para minimizar as chances de degradacdo do insumo
farmacéutico ativo, principalmente por hidrolise, factivel de ocorrer
essencialmente em formulagbes de pH neutro a alcalino, sendo geralmente
recomendado acidificar a preparacéo na faixa de pH entre 5 e 6, para elevar a
estabilidade (FERREIRA, 2002).

1.3.3 Estabilidade da formulagéo

Estudos de estabilidade sdo projetados para submeter a formulacdo a
testes em funcéo da variacéo de fatores ambientes, tais como o calor, a umidade
e a luminosidade, que possam influenciar a sua qualidade ao longo do tempo.
Os ensaios de estabilidade sdo essenciais para garantir a estabilidade da
preparacdo (ALLEN JR; POPOVICH; ANSEL, 2007) sendo previstos como
exigéncia normativa pela Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2019a), cujos
critérios estdo estabelecidos na Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) N°
318/2019, que estabelece os critérios para realizar esses testes em insumos
farmacéuticos ativos e medicamentos com a finalidade de verificar se héa
influéncia da interacdo entre os insumos associados na formulacdo envasada
gue comprometa suas propriedades fisico-quimicas, bem como a variacao da
qualidade da preparacéao ao ser submetida a influéncia da temperatura, umidade
e luminosidade (BRASIL, 2019b).

Fatores como a temperatura e a luz podem acelerar a velocidade de
ocorréncia de reacdes de degradacéo, afetando a estabilidade da formulacéo. O
mesmo pode ocorrer com 0 excesso de umidade, que também favorece as
reagOes de hidrélise (FERREIRA, 2002).

A elevacdo da temperatura pode levar a hidrolise dos parabenos
comprometendo sua estabilidade, que também pode ser afetada pela
sensibilidade a luz excessiva que esse conservante apresenta (PINTO;
KANEKO; PINTO, 2015).
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Sao necessarias avaliacbes das propriedades fisicas e quimicas do
insumo farmacéutico ativo, dos excipientes empregados na formulacéo, da forma
farmacéutica, do processo de obtencao, incluindo a tipificacdo da embalagem
utilizada para acondicionamento, cujo objetivo € averiguar quais atributos sédo
passiveis de sofrer modificacdo em funcdo do tempo, podendo impactar na
qualidade e no desempenho da formulacédo, além de sugerir as condi¢cdes de
armazenamento e direcionar para indicagdo do prazo de validade do
medicamento elaborado (BRASIL, 2019b).

Tanto na RDC N° 199/2006, que dispbe sobre os medicamentos de
notificacéo simplificada, bem como na RDC 107/2016 que altera essa normativa,
0 AM em concentracéo de 1% faz parte da lista de medicamentos de baixo risco,
sendo definidas as especificacfes analiticas para assegurar a qualidade do
medicamento elaborado na forma farmacéutica semissolida como caracteristicas
organolépticas, peso médio, pH, densidade, viscosidade, identificacédo e teor do
principio ativo, além dos limites microbianos: pesquisa de patégenos, contagem
de bactérias e fungos totais (BRASIL, 2006, 2016). As -caracteristicas
referenciadas na 22 edicdo da Farmacopeia Brasileira e na 322 edicdo do
Martindale para a formulacdo de AM descrevem uma solucédo de coloracao azul,
com odor caracteristico, sem presenca de substadncias em deposito ou
suspensao. Como prova de identificacdo deve-se dosear no minimo 0,950% e
no maximo 1,050% de C16H1sCINsS (BRASIL, 2006).

A estabilidade dos parabenos é reduzida conforme o pH é aumentado,
levando a significante hidrélise em meio fortemente alcalino (PINTO; KANEKO;
PINTO, 2015).

Para o armazenamento de produtos de base aquosa em temperatura
ambiente, entre 15°C e 30°C, o estudo de estabilidade de longa duracédo e
acompanhamento exige condi¢cédo de exposicao a 30°C+2°C e 35%UR+5%UR,
sendo permitido realizar o teste a 25°C+2°C e 60%UR+5%UR quando o
medicamento é destinado ao uso exclusivo em hospitais e clinicas
especializadas.

Andlises como aspecto, teor e pH devem ser realizadas durante todo o
periodo de validade proposto para a formulacdo, sendo efetuadas no tempo
inicial, trimestralmente durante o 1° ano, a cada 6 meses durante o 2° ano e
anualmente apés o 3° ano (BRASIL, 2019b).
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1.4 Papel da luz na aPDT

Além dos parametros relacionados ao FS, também € importante a
definicdo de parametros relacionados a luz. E relatado na literatura que a PDT
provoca morte celular de microrganismos em mesma proporcao da quantidade
aplicada de irradiacdo luminosa (LEAL et al., 2016; OLIVEIRA-SILVA et al.,
2016). Neste sentido, padronizacdes de parametros tanto relacionados a
formulacdo do FS quanto de aplicagéo da luz, sdo fundamentais para assegurar
a aplicabilidade clinica com maior credibilidade e reprodutibilidade.

Ha falta de estudos clinicos controlados e randomizados empregando a
PDT com AM no tratamento contra o fungo da espécie Candida albicans (SOUSA
et al., 2015). In vitro, a avaliacdo através de ensaios em biofiime €& mais
apropriada para comparar as eficacias dos sistemas formulados do que os
ensaios em suspensdo (COLLINA et al., 2018). Dias et al. (2023) sugerem que
a aPDT pode reduzir a viruléncia do fungo e confirmam que as células em
biofilmes sdo mais tolerantes a aPDT do que em culturas planctdnicas, uma vez
gue a matriz polimérica extracelular em biofilmes do fungo confere protecao
adicional as ceélulas, protegendo-as do estresse oxidativo, dificultando a
penetragédo do FS nas multicamadas do biofilme e a consequente inativagéo.

A morte celular de C. albicans foi observada de forma proporcional a
qguantidade de luz entregue conforme experimento in vitro com tempo de
irradiacdo de 1, 3 e 6 min, sendo que o pré-tratamento com glicose pode conduzir
a resultados de eficacia diversos e completamente opostos, a depender das
diferentes cepas irradiadas (OLIVEIRA-SILVA et al., 2016). Da mesma forma, a
inativacdo de Streptococcus mutans se mostrou proporcional a quantidade de
irradiacéo luminosa. Por outro lado, na presenca de glicose a eficacia da aPDT
€ bastante reduzida até mesmo com a ampliacdo da exposi¢cdo radiante
realizada in vitro empregando LED e AM (LEAL et al., 2016).

A acdo antimicrobiana da PDT utilizando o AM como FS foi avaliada in
vitro, concluindo que para bactérias gram-negativas, o periodo de exposi¢cao ao
FS previamente a aplicacdo da luz, parece ser um aspecto fundamental para
otimizar o efeito dessa terapia sendo que na auséncia da pré-incubacdo dos

agentes infecciosos com a substancia sensibilizante resultou em ineficacia
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terapéutica (GALO et al., 2020). Adequar o tempo de incubacao parece ter um
enorme impacto na eficacia da aPDT, especialmente em relacéo as cepas de C.
albicans, devido ao tamanho dessas células e a presenca da parede celular
(WIENCH et al., 2021). Nesse sentido, esse tempo prévio pode ser considerado
outro fator relevante para a definicdo de protocolos clinicos especificos para
cada microrganismo, sendo que para C. albicans o aumento do tempo de pré-
irradiacdo nao influenciou na resposta da aPDT (COLLINA et al., 2018, 2020).
A formulagdo inicialmente desenvolvida por Pavani et al. (2017)
apresentou significativa reducdo de UFC/mL em biofilmes de C. albicans com
diminuicao da viruléncia das células sobreviventes (COLLINA et al., 2022).
Trabalhos mais recentes de nosso grupo de pesquisa vém demonstrando
a importancia da caracterizacao dos parametros de dosimetria (GONCALVES et
al., 2023) e dos esquemas de aplicacdo da formulacdo com AM em aPDT em
diferentes estagios de crescimento da levedura C. albicans (MACHADO et al.,
2023), com o intuito de aumentar a eficacia da inativacdo microbiana.
Gongalves et al. (2023) afirmam que a associacdo de SDS a solugao
aguosa de AM garante maior acao antimicrobiana perante C. albicans até
mesmo em parametros de menor luminosidade, quando comparada a solucao
sem o tensoativo, sendo sugerida a utilizacdo de irradiancia acima de 26
mW/cm? e exposicdo radiante acima de 18 J/cm? nos ensaios de suspensdo, a
fim de alcancar maior efeito antimicrobiano. Dessa forma, Machado et al. (2023)
ao realizar experimentos em biofilmes da levedura C. albicans empregaram
parametros de 37,3 mW/cm?, 60,4 J/cm? e 120,8 J/cm? uma vez que a
organizacdo em biofilmes dificulta a inativacdo sendo, além disso, observadas
respostas diferentes de acordo com o estagio de crescimento, obtendo maior
efeito inibitério em fase de adesdo com 27 min de irradiacdo a 660 nm ao
empregar FS associado ao SDS. Ja em biofilmes em fase de disperséo, devido
a menor susceptibilidade a aPDT, foram necessarias duas aplicacbes
sucessivas da irradiacdo para alcancar a erradicacdo do microrganismo. De
acordo com Baptista et al. (2017) ha uma estreita relacdo entre o estado
fisiologico da C. albicans e a eficiéncia da fotoinativacao
A fim de dar continuidade aos experimentos do grupo de pesquisa, no
presente estudo a formulacdo foi otimizada com a associacdo de polimero

mucoadesivo e adjuvantes farmacotécnicos, tendo as caracteristicas de
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agregacdo do AM, pH, viscosidade, densidade e concentracdo do ativo
analisadas, bem como sendo avaliada a efetividade através de testes
microbioldgicos de incorporagéo e viabilidade in vitro em biofilme de C. albicans,
empregando os mesmos parametros de irradiacdo utilizados, além de ter sido
determinada a estabilidade fisico-quimica da formulacdo desenvolvida.

O desenvolvimento de uma formulacdo de AM aprimorada foi motivado
pelo relato de profissionais clinicos que expdem dificuldades ao aplicar a solugédo
completamente liquida, pois escorre e ndo permanece no local ao longo do

periodo de pré-irradiacdo, fundamental para o efeito do FS.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver formulagdo contendo AM associado a substancias
poliméricas para aplicabilidade em aPDT odontolégica.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar a agregagdo do AM por meio da razdo D/M da formulagao
associada a adjuvantes farmacotécnicos em diferentes:
* Concentracdes de polimeros nao-iénico e anidnico,
* Valores de pH,
* Concentragoes do AM;
- Realizar estudos in vitro de incorporacédo e viabilidade em biofilme de
Candida albicans;

- Avaliar a estabilidade da formulac&o por meio de testes fisico-quimicos.
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3 METODOLOGIA

O projeto se desenvolveu seguindo o fluxograma exposto na Figura 3,
tendo sido iniciado pelo preparo de formulacdes contendo o AM associado a
polimeros com propriedades diferentes, de carater ndo-idnico e anidnico, além
de adjuvantes farmacotécnicos com potencial de melhorar a palatabilidade e
ampliar o tempo de prateleira. Para cada preparacdo elaborada em trés
diferentes concentracdes de cada polimero, foi avaliada a agregacdo do AM
utilizado na formulagao a 0,005% contendo ou n&o 0,25% de SDS e determinada
a viscosidade e densidade das formulag¢des, sendo que os resultados obtidos a
principio visaram selecionar quais das opc¢des formuladas iriam prosseguir para

0S proximos ensaios.

Figura 3 — Fluxograma do projeto

Polimero Nao 16nico (PNI) Polimero Anidnico (PA)
Formuladoem 3 #[ ] Formuladoem 3 #[]
PNI + SDS PNI - SDS PA + SDS PA — SDS

- .

Avaliar agregacdo do AM, viscosidade e densidade para selecionar formulagoes

Avaliar a influéncia de diferentes pH (5; 6,5 e 8)

Definir 1 das opgoes de [polimero] para prosseguir com os testes

Comparar se diferentes [AM] interferem na medida dimero/mondmero

F—H‘_H_#_ﬁ_#__h‘ah"‘*-a

Eliminar 1 das opgoes de formulagdo para prosseguir com os testes

Testes microbiologicos de
incorporagdo e viabilidade

ﬂ

Definir 1 das opgdes de formulagdo para prosseguir com os testes

Testes FQ de
estabilidade

Legenda: PNI = polimero ndo-idénico. PA = polimero anidnico. SDS = dodecil sulfato de sédio.
AM = azul de metileno. FQ = fisico-quimico. Fonte: prépria autoria.
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O impacto do pH foi testado, a partir de ajustes para se obter formulacdes
de carater acido, neutro e alcalino, sendo avaliada a influéncia do pH na
agregacéo do AM por meio da razao D/M.

A concentracdo do polimero escolhida foi formulada com variadas
porcentagens de AM que foram submetidas a repeticdo da avaliacdo de
agregacao para detectar se ha ou ndo interferéncia na razédo D/M.

Diante dos parametros obtidos, formulacées foram selecionadas para
avaliar a efetividade fotoquimica através de testes microbiolégicos in vitro de
incorporacdao e viabilidade em biofilme de Candida albicans.

A formulacéo eleita contendo o FS na concentracdo definida adicionado
ao polimero, tensoativo, edulcorante e preservante, com o pH ajustado, foi

submetida a testes de estabilidade fisico-quimicos.

3.1 Teste de polimero

A formulacdo foi elaborada a partir da dissolucdo do AM em &gua
purificada e adicdo do polimero disperso para formacdo de uma solucdo com
viscosidade apropriada. Para tanto, trés diferentes concentracdes de cada
polimero foram formuladas em baixa, média e elevada concentracdo. O polimero
de carater ndo-ibnico testado foi o HPMC e, o CMC foi o polimero de carater
anidnico, sendo preparadas em triplicata cada uma das formulac¢des para serem

avaliadas, conforme concentracdes descritas no Quadro 1:

Quadro 1 - Polimeros, carater ibnico e concentracdes empregados no preparo
das formulacdes
Polimero | Caréter I6nico | [Baixa] | [Média] | [Alta]
HPMC nao-idnico 1% 3% 5%
CMC anionico 0,25% 0,5% 1%
Legenda: HPMC = hidroxipropilmetilcelulose. CMC = carboximetilcelulose.
Fonte: propria autoria.

Para cada preparacédo foi registrada a composi¢cao quali-quantitativa
utilizada e as alteracdes subsequentes conforme testes realizados, para
adequacao da proporcao dos insumos da formulacdo conforme a relacdo D/M
obtida.
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3.1.1 Formula¢fes contendo o polimero HPMC

Inicialmente foi preparada uma solucdo estoque de AM (SEAM)
padronizada a 1 mg/mL (0,1%) a partir da solubilizacdo do FS diretamente na
agua purificada e completado o volume com o mesmo solvente, a fim de se
assegurar uma padronizacdo da diluicdo a ser empregada em todas as
preparacgoes.

Em seguida, uma disperséo coloidal concentrada de HPMC (DCHPMC)
foi previamente elaborada a fim de ndo submeter o AM ao processo de
aguecimento. A principio, como protétipo, foi definida a concentracédo de 8,33%
para esse polimero ndo-iénico, contendo 0,1% Metilparabeno. Conforme técnica
sugerida por Thompson e Davidow (2009), cerca de 35% da agua purificada foi
aquecida a ebulicdo para entdo ser adicionado o polimero HPMC e
homogeneizado até completa molhagem do po e disperséo. O restante da agua
purificada foi empregado em quantidade suficiente para (qsp) completar o
volume necessério, sendo adicionada em temperatura ambiente com agitacao,
obtendo uma dispersao coloidal intumescida de aspecto claro. Por fim, o
metilparabeno previamente solubilizado em propilenoglicol foi adicionado e o
sistema homogeneizado.

As formulaces desenvolvidas nesse prototipo foram individualmente
preparadas, para as trés diferentes concentracbes do polimero né&o-iénico,

contendo ou néo o surfactante SDS, conforme esquematizado na Tabela 1.

Tabela 1 — Descricdo quali-quantitativa das formula¢cdes contendo diferentes
concentracfes do polimero n&o-iébnico HPMC (protétipo)

IN FORMULACOES
su FN1 FN2 FN3
MOS | A/BIC | DIEIF | FN1@ | A/B/C | DIEIF | FN2@ | A/BIC | D/E/F | FN3@
AM 0,005% | 0,005% | - 0,005% | 0,005% | - 0,005% | 0,005% | -
MP 01% [01% [01% |01% |01% |01% |01% |01% [01%
PPG 109% [09% |09% [09% [09% [09% [09% [09% [09%
Xilitol | 1% 1% - 1% 1% - 1% 1% -
HPMC | 1% 1% 1% | 3% 3% 3% | 5% 5% 5%
sbs |- 0,25% | - - 0,25% | - - 0,25% | -
AP qsp | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%

Legenda: AM = azul de metileno. MP = Metilparabeno. PPG = propilenoglicol. HPMC =
hidroxipropilmetilcelulose. SDS = dodecil sulfato de sédio. AP = agua purificada. qsp =
quantidade suficiente para. FN = formulacdo com o polimero ndo-iénico.

Fonte: propria autoria.
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Para as formulacfes intituladas A, B e C (sem SDS), foi inicialmente
solubilizado o Xilitol em agua purificada e adicionado sobre a quantidade de
DCHPMC especifica para cada formulacdo de concentracdo desejada do
polimero conforme descrito no Quadro 2. Foi adicionado 1,5 mL da SEAM e
homogeneizado, sendo necessario completar o volume final com agua purificada

a fim de se obter 30 g.

Quadro 2 — Quantidade empregada da DCHPMC para o preparo de 30 g de cada

formulacéo
Formulacdo | [HPMC] | Quantidade da DCHPMC
FN1 1% 3,600 g
FN2 3% 10,800 g
FN3 5% 18,010 g

Legenda: FN = formula¢do com o polimero n&do-idnico. HPMC = hidroxipropilmetilcelulose.
DCHPMC = Disperséao Coloidal Concentrada de HPMC. Fonte: prépria autoria.

Para as formulagdes intituladas D, E e F (com SDS), foi adicionado o Xilitol
em agua purificada, acrescentado o SDS e solubilizado. Entdo, essa solucao foi
vertida sobre a quantidade de DCHPMC especifica para cada formulacdo de
concentracdo desejada do polimero em quantidade correspondente ao descrito
no Quadro 2. Individualmente, foi adicionado 1,5 mL da SEAM e homogeneizado,
sendo necessario completar o volume final com agua purificada obtendo 30 g ao
fim do preparo.

Uma formulacédo base de cada concentracédo do polimero ndo-iénico foi
elaborada sem AM e sem SDS para ser utilizada como branco nos experimentos
do espectrofotometro, sendo nomeadas FN_@.

Apoés a padronizacdo da técnica obtida no prototipo, a metodologia foi
adaptada e seguiu com a adicdo do xilitol em maior concentracao para oferecer
melhor palatabilidade, sendo solubilizado em agua e homogeneizado com
quantidade apropriada da SEAM. Essa preparacao foi dividida em duas por¢des
e em uma delas foi adicionado o SDS previamente solubilizado em agua
purificada na proporcao 1:10. Dessas duas divisdes foram extraidas outras trés
porcdes de cada, totalizando 6 preparacdes (Figura 4).

A parte, para ndo comprometer a estabilidade do AM através do
aguecimento necessario para se obter a melhor dispersédo e homogeneizacéo do

HPMC, a técnica empregada no preparo foi de aguecimento a ebulicdo de um
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terco da agua purificada e preparo de uma dispersdo coloidal ainda mais

concentrada do polimero HPMC a 20%, contendo o metilparabeno previamente

solubilizado em propilenoglicol. Essa foi utilizada proporcionalmente para obter

as concentracfes necessérias de 1%, 3% ou 5% do HPMC, nas seis porcdes

preparadas contendo ou ndo o SDS, conforme esquematizado na Figura 4:

Figura 4 — Esquema de preparo das formulacfes partindo de uma mesma
concentracdo de AM, contendo diferentes concentracfes do polimero ndo-iénico
HPMC, na presenca ou auséncia de SDS

Solugéo AM + Xilitol & +em 2 —

Sem SDS = ~em 3 <

[ FN1ABC 2 1% HPMC + MP + PPG
FN2ABC 2 3% HPMC + MP + PPG
| FN3ABC = 5% HPMC + MP + PPG
[ FN1DEF 9 1% HPMC + MP + PPG
Com SDS = +em 3~ FN2DEF = 3% HPMC + MP + PPG

| FN3DEF = 5% HPMC + MP + PPG

Legenda: AM = azul de metileno. SDS = dodecil sulfato de sédio. FN = formula¢do com o

polimero ndo-iénico. HPMC = hidroxipropilmetilcelulose. MP = Metilparabeno.

PPG = propilenoglicol. Fonte: prépria autoria.

Cada uma das formulac¢des foi preparada individualmente e em triplicata,

sendo misturado a solucdo de AM e xilitol, com ou sem o SDS, a disperséo

coloidal mais concentrada de HPMC com metilparabeno e propilenoglicol, sendo

por fim o volume completado com &gua purificada, conforme Tabela 2.

Tabela 2 — Descri¢cdo quali-quantitativa das formulac8es contendo diferentes
concentracdes do polimero ndo-iébnico HPMC

IN FORMULACOES
su FN1 FN2 FN3
MOS | A/BIC | DIE/F | FN1@ | A/BIC | DIE/F | FN2@ | A/B/IC | D/E/F | FN3@
AM 0,005% | 0,005% | - 0,005% | 0,005% | - 0,005% | 0,005% | -
MP 01% [01% [01% |01% |01% |01% |01% |01% [01%
PPG 109% [09% |09% [09% [09% [09% [09% [09% [09%
Xilitol | 5% 5% - 5% 5% - 5% 5% -
HPMC | 1% 1% 1% | 3% 3% 3% | 5% 5% 5%
Sbs |- 0,25% | - - 0,25% | - - 0,25% | -
APqsp | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%

Legenda: AM = azul de metileno. MP = Metilparabeno.

PPG = propilenoglicol. HPMC =

hidroxipropilmetilcelulose. SDS = dodecil sulfato de sédio. AP = 4gua purificada. gsp =
guantidade suficiente para. FN = formulacdo com o polimero ndo-ibnico. Fonte: prépria autoria.
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As formulacfes contendo o polimero aniénico CMC, inicialmente o xilitol

foi solubilizado em &gua e homogeneizado com quantidade apropriada da

SEAM. Essa preparacéao foi dividida em trés porgdes e em cada parte, o CMC

foi dispersado na solucdo contendo o metilparabeno previamente solubilizado

em propilenoglicol, seguindo as concentracbes de 0,25%, 0,5% e 1% do

polimero. Em seguida, cada réplica foi dividida em duas porc¢des, sendo

adicionado, em apenas uma delas, o SDS previamente solubilizado em agua

purificada na proporcédo 1:10, obtendo ao total 6 preparacdes (Figura 5):

Figura 5 - Esquema de preparo das formulagdes partindo de uma mesma
concentracdo de AM, contendo diferentes concentracdes do polimero aniénico
CMC, na presenca ou auséncia de SDS

Solucdo AM + Xilitol = + em 3+

FA1 = 0,25% CMC + MP + PPG = +em 2 {

FA2 = 0,5% CMC + MP + PPG = +em 2 *[

FA3 = 1% CMC + MP + PPG = ~em 2 {

Sem SDS (ABC)
Com SDS (DEF)
Sem SDS (ABC)
Com SDS (DEF)
Sem SDS (ABC)

Com SDS (DEF)

Legenda: AM = azul de metileno. FA = formula¢do com o polimero aniénico. CMC =
carboximetilcelulose. MP = Metilparabeno. PPG = propilenoglicol. SDS = dodecil sulfato de
sédio. Fonte: prépria autoria.

As formulacBes contendo polimero aniénico foram individualmente

preparadas em triplicata, para as trés diferentes concentracdes do polimero

CMC, contendo ou ndo o SDS, conforme esquematizado na Tabela 3:

Tabela 3 — Descri¢cdo quali-quantitativa das formulacdes contendo diferentes
concentrac@es do polimero aniénico CMC

IN FORMULACOES

Su FA1 FA2 FA3

MOS | A/B/IC | DIEIF | FA1@ | A/BIC | DIEIF | FA2@ | A/B/IC | DIE/F | FA3Q
AM 0,005% | 0,005% | - 0,005% | 0,005% | - 0,005% | 0,005% | -
MP 01% [01% [01% [01% |01% |01% |01% [01% |0,1%
PPG |09% [09% [09% |09% [09% [09% |09% [09% |[0,9%
Xilitol | 5% 5% 5% 5% 5% 5% | 5% 5% 5%
CMC ]0,25% |0,25% |0,25% |05% |05% |05% | 1% 1% 1%
Sbs | - 0,25% | - - 0,25% | - - 0,25% | -
APgsp | 100% | 100% | 100% [ 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%

Legenda: AM = azul de metileno. MP = Metilparabeno. PPG = propilenoglicol. CMC =
carboximetilcelulose. SDS = dodecil sulfato de sddio. AP = 4gua purificada. qsp = quantidade
suficiente para. FA = formulacéo com o polimero anidnico. Fonte: prépria autoria.
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Uma formulacdo base de cada concentracdo do polimero anibnico foi
elaborada sem AM e sem SDS para ser utilizada como branco nos experimentos
do espectrofotometro, sendo nomeadas FA_@.

3.2 Avaliacédo espectroscoépica da agregacao (D/M)

A deteccdo dos estados de agregacdo (dimero e monémero) do AM foi
realizada por técnica espectrofotométrica de absorcao eletrénica na faixa de
espectro eletromagnético UV-visivel, a partir da relacdo entre os valores de
absorcdo caracteristica do FS para dimeros e para mondémeros, seguindo
metodologia padronizada por Junqueira et al. (2002).

O AM veiculado em formulagdo hidrofilica contendo polimero e
adjuvantes, teve seus espectros de absorcédo registrados entre 250 e 800 nm em
espectrofotometro UV-visivel UV-1800 (Shimadzu, Japdo), usando uma cubeta
de quartzo de 2 mm de caminho Optico.

A avaliacdo da agregacao do AM nas formulagdes foi determinada pela
razao D/M observadas as bandas de absorcdo obtidas nos espectros referentes
aos dimeros e mondmeros, sendo a sobreposicdo das bandas de absorcéo
decompostas pelo método matematico de deconvolugdo, através da utilizacédo
do software OriginPro 2021, considerando a funcé&o gaussiana, com a finalidade
de gerar dois picos deconvoluidos, identificando os picos de dimeros e de
mondmeros, separadamente.

Dessa forma, para as formulagdes contendo HPMC foram utilizados os
comprimentos de onda de 614 e 662 nm, respectivamente para dimeros e
mondmeros. Para as formulagbes contendo CMC foram utilizados os
comprimentos de onda de 623 e 663 nm, respectivamente para calculo da razéo
D/M. O Quadro 3 sintetiza os grupos amostrais das formulacdes submetidas a
avaliacao espectroscopica da agregacao e respectivos comprimentos de onda.

A andlise estatistica realizada atraves do software IBM SPSS Statics 22
avaliou os valores de D/M por meio do teste de normalidade de Shapiro-Wilk.
Por se tratar de dados ndo paramétricos, 0s mesmos estdo sendo apresentados

como mediana, minimo e maximo. Para analise inferencial os valores de D/M
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passaram por transformacéo logaritmica e foram analisados por meio do teste

ANOVA uma via, seguido do teste de Tukey, com nivel de significancia de 0,05.

Quadro 3 - Composicao dos grupos amostrais das formulagdes
submetidas a avaliagao espectroscOpica da agregacao e respectivos
comprimentos de onda (A)

AM [ POLIMERO e CONCENTRACAO | SDS AMOSTRAS A (nm)
1% — | PT1IA | PT1B | PTIC

0,25% | PT1D | PT1E | PTIF
— | PT2A | PT2B | PT2C | 614 (D)
0,25% | PT2D | PT2E | PT2F | 662 (M)
— | PT3A | PT3B | PT3C
0,25% | PT3D | PT3E | PT3F
— | FN1A | FN1B | FNIC
0,25% | FN1D | FN1E | FN1F
— | FN2A | FN2B | FN2C | 614 (D)
0,25% | FN2D | FN2E | FN2F | 662 (M)
— | FN3A | EN3B [ FN3C
0,25% | FN3D | FN3E | FN3F
— | FA1A | FA1B | FAIC
0,25% | FAID | FALE | FAIF
— | FA2A | FA2B | FA2C | 623 (D)
0,25% | FA2D | FA2E | FA2F | 663 (M)
— | FA3SA | FA3B | FA3C
0,25% | FA3D | FA3E | FA3F

HPMC

3%

(Formulagéo Prot6tipo)

5%

1%

HPMC
0,005% 3%
(Formulacé@o N&o-16nica)

5%

0,25%

CMC

0,5%

(Formulag&o Anibnica)
1%

Legenda: AM = azul de metileno. HPMC = hidroxipropilmetilcelulose.
CMC = carboximetilcelulose. SDS = dodecil sulfato de sédio. PT = prototipo.
FN = formulag&o com o polimero n&o-idnico. FA = formula¢éo com o polimero aniénico.
D = dimero. M = mon6mero. Fonte: propria autoria.

3.3 Determinacdo da viscosidade

A viscosidade expressa a resisténcia que a formulacéo liquida apresenta
ao escoamento, sendo utilizado para sua determinacdo, um vibro viscosimetro
de onda senoidal SV-10, no qual a viscosidade € medida através da deteccéo da
corrente elétrica necessaria para ressoar as duas placas do sensor a uma
frequéncia constante de 30Hz e amplitude inferior a 1mm em volume de
aproximadamente 40 mL de cada amostra, tendo sido o equipamento
previamente calibrado com agua purificada (A&D, 2024).

O valor apresentado como resultado de cada amostragem analisada foi
dividido pela densidade especifica da mesma amostra obtido em igual
temperatura conforme apontado no item a seguir, para calcular o valor da

viscosidade absoluta.
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3.4 Determinacao da densidade

A densidade representada pela razdo da massa da formulacéo pelo seu
volume foi calculada a partir da densidade relativa, cuja definicdo relaciona a
massa da preparacdo e a massa de igual volume de agua em mesma
temperatura, tendo sido empregado um densimetro de concentracdo DMA 4500
M com cerca de 2 mL de cada amostra por andlise (ANTON-PAAR, 2023).

Inicialmente a amostra foi injetada no equipamento com auxilio de
seringa, sendo visualizado o completo preenchimento, sem presenca de bolhas
de ar. A temperatura € configurada para cada analise conforme mesmo valor
obtido durante a analise de viscosidade, descrita no item anterior.

Entre as inser¢cdes de amostras, o tubo € limpo com acetona e injetado ar
do préprio equipamento para total remocéao e secagem.

O valor de densidade especifica foi obtido pela divisdo do resultado
apresentado pelo valor da densidade da dgua em mesma temperatura, sendo
esse 0 numero empregado para o célculo da viscosidade absoluta nos grupos
amostrais detalhados no Quadro 4.

Quadro 4 — Composicéo dos grupos amostrais das formulagdes
submetidas a determinacédo da viscosidade absoluta viscosidade e densidade

AM POLIMERO e CONCENTRACAO AMOSTRAS COM SDS 0,25%
HPMC 1% FN1D FN1E FN1F
(Formulagéo 3% FN2D FN2E FN2F
0,005% N&o-I6nica) 5% FN3D FN3E FN3F
CMC 0,25% FA1D FALE FALF
(Formulagéo 0,5% FA2D FA2E FA2F
Anibnica) 1% FA3D FA3E FA3F

Legenda: HPMC = hidroxipropilmetilcelulose. CMC = carboximetilcelulose. SDS = dodecil
sulfato de sédio. FN = formulagéo com o polimero nao-i6nico.
FA = formulag@o com o polimero anidnico. Fonte: prépria autoria.

3.5 Determinacéao do pH

Definido como a medida da atividade do ion hidrogénio de uma solugéo,
o valor do pH é obtido através da determinagédo potenciométrica em pHmetro
utilizando eletrodo de vidro (BRASIL, 2019a).

A determinacdo do pH foi realizada em cada amostra formulada, em
triplicata, apOs calibracdo do equipamento com solugbes tampéo especificas

mantendo a temperatura em 25 °C.
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Posteriormente a essa mensuracado do pH das formulagdes iniciais de
carater neutro, foram feitos ajustes para acidificar e alcalinizar, com o intuito de
avaliar a influéncia do pH na agregacdo, sendo realizada a avaliacao
espectroscopica para quantificar D/M, conforme o item 3.2 descrito
anteriormente.

Para ajustar o pH das formulacbes selecionadas apds analise da
viscosidade, foram empregados agentes acidificantes ou alcalinizantes em
quantidade suficiente (gs) para atingir o pH desejado (BRASIL, 2012), sendo
utilizado solucao de acido cloridrico a 0,1 M e solucao de hidroxido de sédio a
0,1 M, preparadas conforme preconizado na Farmacopeia Brasileira (BRASIL,
2019a).

Com o intuito de manter as mesmas caracteristicas de cada réplica, de
cada uma das formulacdes contendo SDS (identificadas por D/E/F), foi obtida
uma amostra em pH neutro, e outras duas em pH acido e pH bésico, conforme

esquema demonstrado a seguir na Figura 6:

Figura 6 — Esquema de obtencéo das formulagdes em pH acido, neutro e béasico,
partindo de uma mesma amostra de cada preparacao

FN2D/E/F_A FAL1D/E/F_A
FN2D/E/F = + em 35 FN2D/E/F_N FALD/E/F =& +em 3 <4 FAL1D/E/F_N
FN2D/E/F_B FA1D/E/F_B
FN3D/E/F_A FA2D/E/F_A
FN3D/E/F =& + em 37 FN3D/E/F_N FA2D/E/F = + em 3 4 FA2D/E/F_N
FN3D/E/F_B FA2D/E/F_B

Legenda: FN2D/E/F = formulag6es com HPMC 3%. FN3D/E/F = formula¢gdes com HPMC 5%.
FAL1D/E/F = formula¢gdes com CMC 0,25%. FA2D/E/F = formula¢cdes com CMC 0,5%.
_A=pH acido=5,0. N =pHneutro=6,5. B = pH basico = 8,0. Fonte: propria autoria.

Para andlise estatistica da influéncia do pH em cada concentracao de
polimero analisada, os valores de D/M obtidos foram avaliados por meio do
software IBM SPSS Statics 22, resultando o teste de normalidade de Shapiro-
Wilk em dados ndo paramétricos, sendo apresentados como mediana, minimo e
maximo. Para analise inferencial, tais valores de D/M passaram por
transformacéao logaritmica e foram analisados por meio do teste ANOVA de duas
vias, seguido do pés-teste de Tukey, sendo adotado o nivel de significancia de
0,05.
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3.6 Avaliacdo da concentracdo de AM na formulacéo selecionada

A formulacdo selecionada para realizar a avaliacdo espectroscépica da
agregacdo em diferentes concentracbes do FS foi preparada a partir da
dispersdo do CMC em solucdo contendo o metilparabeno previamente
solubilizado em propilenoglicol. A parte, o xilitol e 0 SDS foram solubilizados em
agua purificada e essa solucéo foi vertida sobre o polimero. O ajuste de pH foi
realizado com gs de solucdo de acido cloridrico a 0,1 M para atingir o pH 5,0.
Essa preparacao foi dividida em trés por¢cbes (para que fossem avaliadas 3
concentracdes de AM), sendo cada uma delas novamente dividida em trés partes
para serem obtidas as triplicatas (identificadas por A/B/C). Em cada réplica foi
adicionada quantidade apropriada da SEAM, seguindo as concentracfes de
0,002%, 0,005% e 0,010% do AM, obtendo ao final, 9 preparacfes, conforme

esquematizado na Figura 7:

Figura 7 — Esquema de preparo das formulagdes em diferentes concentragfes
de AM, partindo de uma mesma concentracdo de CMC na presenca de SDS

[ Fo02A
FO02 & < em 3 1 FO02B F 0,002% AM
| Fo02C

0,5% CMC + HCI 0,1 M [ FOO5A |
(MP + PPG) + > gs > -em3 HF005 & ~em 3 4 FOO5B f 0,005% AM
(Xilitol + SDS + Agua) pH 5,0 | FOO5C |

F010A |
FO10 & = em 3 1 FO10B F 0,010% AM
| F010C |

Legenda: CMC = carboximetilcelulose. MP = Metilparabeno. PPG = propilenoglicol. SDS =
dodecil sulfato de sddio. AM = azul de metileno. HCI = &cido cloridrico. gs = quantidade
suficiente. FO02 = formulag&o com 0,002% de AM. FO05 = formula¢cdo com 0,005% de AM.
F010 = formulacdo com 0,01% de AM. Fonte: propria autoria.

As formulacbes foram preparadas em triplicata, para as trés diferentes
concentragbes do AM, conforme esquematizado na Tabela 4 e, entdo realizada
a determinacao da razdo D/M de acordo com o item 3.2, descrito anteriormente,

para avaliacdo espectroscépica da agregacao.
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Tabela 4 — Descri¢do quali-quantitativa das formulac8es contendo diferentes
concentragcbes de AM com CMC e SDS

FORMULACOES

INSUMOS FO02 | FO005 | FO010
A/B/C | A/B/IC | A/BIC
Azul de Metileno 0,002% | 0,005% | 0,010%

Metilparabeno 0,1% 0,1% 0,1%
Propilenoglicol 0,9% 0,9% 0,9%
Xilitol 5% 5% 5%

Carboximetilcelulose 0,5% 0,5% 0,5%

Dodecil sulfato de sédio | 0,25%

0,25% | 0,25%

Acido cloridrico 0,1 M gs | pH 5,0

pH 5,0 | pH 5,0

Agua purificada gsp

3.7 Testes Microbiolégicos

100%

100% 100%
Legenda: gs = quantidade suficiente. gsp = quantidade suficiente para. Fonte: prépria autoria.

Foram realizadas avaliagGes in vitro de incorporacéo e viabilidade em

biofiilme de Candida albicans. Sendo, na etapa de incorporacéo, avaliados 2

grupos em 4 diferentes tempos, compostos por AM 0,005% em agua (AM_A) ou
em formula &cida de CMC (F_05) em 5, 10, 30 e 60 min.

Ja na etapa de viabilidade, foram testados 6 grupos, sendo o controle (CT)

composto por agua; grupo formula sem AM (F_@); grupo AM a 0,005% em agua
(AM_05); grupo AM a 0,010% em agua (AM_10); grupo formula com AM a
0,005% (F_05); grupo formula com AM a 0,010% (F_10), todos ajustados para

pH 5,0 e com a descricdo quali-quantitativa apresentada na Tabela 5.

Tabela 5 — Descri¢cado quali-quantitativa dos grupos de formulagcfes submetidos
aos testes microbiolégicos em biofilme de C. albicans

GRUPOS
INSUMOS

CT F® | AMA |AMO5| AM 10| FO05 | F 10
Azul de Metileno - - 0,005% | 0,005% | 0,010% | 0,005% | 0,010%
Metilparabeno - 0,1% - - - 0,1% 0,1%
Propilenoglicol - 0,9% - - - 0,9% 0,9%
Xilitol - 5% - - - 5% 5%
Carboximetilcelulose - 0,5% - - - 0,5% 0,5%
SDS - 0,25% - - - 0,25% | 0,25%
HCI 0,1 M gs pH5,0 | pH5,0 - pH5,0 | pH50 | pH5,0 | pH5,0
Agua purificada gsp | 100% | 100% | 100% 100% 100% 100% 100%

Legenda: SDS = dodecil sulfato de sddio. HCI = &cido cloridrico. gs = quantidade suficiente.
gsp = quantidade suficiente para. CT = controle em &gua pH acido. F_@ = férmula sem AM.
AM_A = AM 0,005% em agua. AM_05 = AM 0,005% em agua pH acido. AM_10 = AM 0,010 em
agua pH acido. F_05 = férmula acida com AM 0,005%. F_10 = férmula acida com AM 0,010%.

Fonte: propria autoria.
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Dessa forma, foi avaliada a incorporacdo em dois grupos ao longo de
quatro diferentes tempos e foram testadas trés diferentes condicbes de aPDT
em seis grupos para avaliar a viabilidade. Os detalhes destes experimentos
estdo descritos posteriormente neste trabalho, mas podem ser observados

resumidamente na Figura 8 a seguir:

Figura 8 — Resumo dos grupos e condi¢gdes de aPDT avaliadas nos testes
microbiolégicos

INCORPORACAO VIABILIDADE
Grupos Tempos Grupos _ Condi¢cdes aPDT
| CT | 5 min escuro
] 27 min irradiacao
AM_A 60,4 Jicm?
5 min escuro )
AM_05 27 min irradiagéo
o 5 60,4 J/cm?
. AM 10 + 5 min escuro
27 min irradiagéo
60,4 Jicm*> )/
F 05 : F_05
- 5 min escuro )
| F 10 54 min irradiacao
= 120,8 J/cm?

J

Legenda: AM_A = AM 0,005% em agua. F_05 = formula &cida com AM 0,005%. CT = controle
em agua pH &cido. F_@ = formula sem AM. AM_05 = AM 0,005% em &agua pH acido. AM_10 =
AM 0,010 em &gua pH acido. F_10 = férmula acida com AM 0,010%. Fonte: propria autoria.

3.7.1 Preparo do Biofilme

A levedura Candida albicans (ATCC 10231) foi cultivada em meio agar
Sabouraud dextrose Kasvi (Curitiba, Brasil) a 37°C, por 24 horas. Os fungos
foram recolhidos e transferidos para tubo contendo solugdo tampéao fosfato
salino (PBS, do inglés Phosphate Buffer Saline; pH = 7,2, 137 mol/L NaCl, 2,7
mM KCI, 8,1 mM NazHPOg, 1,47 mM KH2PO4 - Synth). Apds a preparagéo da
suspensao foi realizada a contagem para a certificacdo do numero de células

utilizando-se Camara de Neubauer.
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Para os ensaios de incorporacdo foram utilizadas microplacas de 24
pocos, sendo adicionados 300 uL de soro fetal bovino (FBS, do inglés fetal
bovine serum) Vitrocel (S&o Paulo, Brasil) aos pogos por 24 horas. Em seguida,
o FBS foi retirado e foi adicionada em cada um dos poc¢os 600 puL de meio caldo
Sabouraud dextrose Kasvi (Curitiba, Brasil) juntamente com 200 pL da
suspensdo de C. albicans (1,0 x 108 células/mL), incubando a 37°C sob agitacdo
de 50 rpm durante 24h para formagéao do biofilme maduro.

Para os ensaios de viabilidade, a mesma metodologia descrita foi
empregada, entretanto foram utilizadas microplacas de 48 pocos com 200 uL de
FBS, 300 uL de meio caldo Sabouraud dextrose e 200 pL da suspenséao de C.
albicans (5,0 x 107 células/mL) em cada poco, sendo incubado a 37° C sob
agitacéo de 50 rpm por 24h e 48h para avaliagao do biofilme em dois diferentes

estagios, maturacao e dispersao.

3.7.2 Avaliagéo in vitro de incorporagdo em biofilme de Candida albicans

Com o biofilme formado, o sobrenadante foi descartado e lavado com
PBS. Em seguida, o biofilme foi tratado com 1.000 uL de AM a 0,005% veiculado
em agua deionizada estéril (AM_A) ou em formulacdo acida de CMC 0,5%
contendo 0,25% de SDS (F_05). O biofilme foi mantido por periodo variavel de
incubacéo no escuro. Apos tempos de 5, 10, 30 e 60 min, 800 uL do contetudo
dos respectivos pocos foi transferido para microtubos, sendo adicionados 40 pL
de solucdo aquosa de SDS a 5% apenas as solucdes AM_A, a fim de atingir a
concentracéo de 0,25% de SDS, igualando as formula¢des. Em seguida todos
0os tubos foram centrifugados por 5 min a 5.000 rpm, equivalente a forga
centrifuga relativa 2,4 xg. O sobrenadante foi coletado e os espectros de
absorcao foram registrados entre 250 e 800 nm em espectrofotémetro UV-visivel
UV-1800 (Shimadzu, Japao), usando uma cubeta de quartzo de 2 mm de
caminho Optico, com a finalidade de quantificar mondmeros em comprimento de
onda maximo de 663 nm. As analises foram feitas em triplicata e em dois
experimentos independentes. Para determinacdo da incorporacgao, foi utilizada a

seguinte férmula:

Incorporacio (%) = z
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Onde:
Ci = concentracao inicial

Cf = concentracéo final registrada

O teste de normalidade de Shapiro-Wilk apontou que os valores de % de
incorporacdo eram ndo parameétricos. Dessa forma, os mesmos estdo sendo
apresentados como mediana, minimo e maximo. Para analise inferencial os
valores de D/M passaram por transformacéao logaritmica e foram analisados por
meio do teste ANOVA duas vias, seguido do pés-teste de Tukey, com nivel de

significancia de 0,05 através da utilizacdo do software IBM SPSS Statics 22.

3.7.3 Avaliagéo in vitro de viabilidade em biofilme de Candida albicans

Com o biofilme formado, o sobrenadante foi descartado e lavado com
PBS. Em seguida, o biofilme foi tratado com 200 pL das formulacdes de AM em
concentracdo de 0,005% (F_05) e 0,010% (F_10), havendo poc¢os mantidos
como controle em agua em pH &cido (CT), outros somente com a formulagéo
base (F_@) além de pocos tratados com AM em &gua, nas mesmas
concentracfes usadas nas formulacdes (AM_05 e AM_10). ApGs o tempo de
incubagéo no escuro de 5 min, os tratamentos foram retirados e o biofilme
passou por lavagem com PBS, sendo mantidos 300 yL de PBS em cada poco
antes de ser irradiado em dispositivo LED (BioLambda, S&o Paulo, Brasil) com
0os parametros de comprimento de onda de 660 + 10 nm, irradiancia de 37,3
mW/cm?, sendo avaliados em trés diferentes condicdes de tempo: durante 27
min obtendo uma exposicédo radiante de 60,4 J/cm?, com dupla aplicacdo de
tratamento e irradiacao de 27 min em cada ciclo ou durante 54 min direto obtendo
uma exposicéo radiante de 120,8 J/cm? nas duas Ultimas situacdes. No duplo
tratamento, passados os 27 min iniciais de iluminacdo, o PBS foi retirado dos
pocos e 200 pL de cada grupo de tratamento foi adicionado, mantidos por mais
5 min de incubagdo no escuro e retirados em seguida, sendo entdo levados
novamente para irradiagdo com 300 pL de PBS em cada poc¢o, por mais 27 min
totalizando 54 min de iluminacéo. Ao término da irradiagéo o biofilme foi desfeito
com agitacdo no Voértex por 1 min e em seguida, 20 pL foi diluido em 180 pL de

PBS. Posteriormente, foi retirada uma aliquota que passou por diluicdes seriadas
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(101 a 10®) e 15 pL de cada diluicdo foi semeado na forma de uma linha em
placa de Petri contendo o meio de cultura agar Sabouraud dextrose Kasvi
(Curitiba, Brasil). As placas foram incubadas por 24h a 37°C, e 0 nimero de
unidades formadoras de col6nias (UFC/mL), foi contado.

A analise estatistica inferencial dos dados de Log UFC/mL para os
experimentos com uma Unica irradiacéo (27 ou 54 min) e para o tratamento com
2 irradiagcfes de 27 min cada, foram feitas por ANOVA uma via seguido pelo pés-
teste de Tukey, empregando o software IBM SPSS Statics 22. A fim de comparar
0s esquemas de tratamentos de dupla irradiacdo de 27 min cada e Unica
irradiacdo de 54 min, foi realizada a analise inferencial por ANOVA duas vias
seguido pelo pés-teste de Tukey, sendo adotado o nivel de significancia de 0,05
para todas as andlises de viabilidade.

3.8 Testes fisico-quimicos de estabilidade

A formulagéo veiculada em agua, contendo CMC 0,5%, AM 0,005%, SDS
0,25%, Metilparabeno 0,1%, Propilenoglicol 0,9%, Xilitol 5% e gs de HCI 0,1 M
para alcancar pH 5,0, teve sua estabilidade avaliada através de testes fisico-
guimicos ao longo do periodo de 1 ano, em temperatura ambiente, conforme sua
condicdo de armazenamento sugerida como um medicamento de base aquosa.

Os testes fisico-quimicos foram realizados de acordo com a metodologia
farmacopeica (BRASIL, 2019a) determinando inicialmente o aspecto a partir das
caracteristicas organolépticas: aparéncia, cor e odor.

A determinacgéo do pH foi realizada conforme descrito anteriormente no
item 3.5.

A identificacdo da forma monomeérica do AM foi realizada por analise
espectrofotométrica, em comprimento de onda de 663 nm, cuja quantificacéo
feita por absorcéo, relaciona a quantidade de luz absorvida e a concentragéao da
substéancia, conforme a lei de Beer em espectrofotdmetro UV-visivel.

Os valores de absorbéancia em 623 nm e 663 nm foram coletados de
acordo com o ja anteriormente descrito item 3.2 e utilizados para o célculo da
razdo D/M a fim de avaliar a agregagéo do AM na formulacéo.
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As avaliacbes e os registros foram realizados em triplicata e em trés
diferentes momentos ao longo de 1 ano: tempo inicial (TQ), 6 meses (T6) e 12
meses (T12).

A andlise dos dados de estabilidade da formulagéo através das medidas
de pH, quantificacdo do monémero do AM e a razdo D/M, demonstrou dados néo
paramétricos no teste de normalidade de Shapiro-Wilk realizado no software IBM
SPSS Statics 22. Para analise inferencial, tais valores passaram por
transformacao logaritmica e foram analisados por meio do teste ANOVA uma
via, seguido do pés-teste de Tukey, sendo adotado o nivel de significancia de
0,05.
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4 RESULTADOS
4.1 Preparo das Formulacdes

Inicialmente foi realizado o preparo de um protétipo da formulagéo
contendo o AM associado ao polimero ndo-iénico, edulcorante e surfactante,
para avaliacdo da farmacotécnica de preparo e realizadas adaptacfes para
padronizar os processos. Estes protétipos foram avaliados quanto a razédo D/M

e 0s espectros de absor¢cao obtidos estéo apresentados na Figura 9.

Figura 9 — Espectros dos prototipos formulados com 0,005% de AM veiculado
em diferentes concentracfes de polimero ndo-idbnico HPMC, na presenca ou
auséncia de 0,25% de SDS
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Legenda: A - amostras FN1A/B/C (HPMC a 1% sem SDS). B - amostras FN1D/E/F (HPMC a
1% com SDS). C - amostras FN2A/B/C (HPMC a 3% sem SDS). D - amostras FN2D/E/F
(HPMC a 3% com SDS). E - amostras FN3A/B/C (HPMC a 5% sem SDS).

F - amostras FN3D/E/F (HPMC a 5% com SDS). Fonte: prdpria autoria.
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Apesar do posicionamento das bandas ser similar nas diferentes amostras
de prototipos, € possivel visualizar diferencas nas intensidades das bandas em
uma triplicata. Uma vez que as formulagdes (dentro da triplicata) deveriam conter
a mesma concentracdo de AM e do polimero, acredita-se que a farmacotécnica
de preparo necessitaria de adaptacéo, de forma a uniformizar a quantidade de
AM. Neste sentido, nas etapas seguintes partiu-se de uma mesma solucao de
AM para o preparo de todas as formulac¢des, conforme metodologia adaptada.

A agregagcdo do AM nas formulagbes preparadas conforme a
farmacotécnica inicial para os prototipos feitos em trés diferentes concentracdes
de HPMC, com e sem SDS, foi avaliada. A visualizacdo desses dados dos

protoétipos avaliados esta disponivel na Figura 10.

Figura 10 — Razdes (D/M)? dos protétipos contendo 0,005% de AM veiculado em
diferentes concentragdes de polimero ndo-ibnico HPMC, na presenca ou
auséncia de 0,25% de SDS
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aD/M = Ae14/Ass2. Legenda: D/M = dimero/monémero. HPMC = hidroxipropilmetilcelulose. SDS
= dodecil sulfato de s6dio. Grupos que compartilham a mesma letra ndo apresentam
diferencas significantes entre si. Fonte: propria autoria.

Nas formulagdes sem tensoativo contendo AM a 0,005%, o valor da razéo
D/M encontrado na presenca de HPMC 1% foi de 0,736 (0,731 — 0,785),
passando a 0,718 (0,680 — 0,718) ao aumentar a concentragdo de HPMC para
3% e chegando a 0,678 (0,646 — 0,730) com HPMC 5%. Nas formulacdes

contendo AM a 0,005% associado ao SDS a 0,25%, o valor da razdo D/M
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encontrado na presenca de HPMC 1% foi de 0,601 (0,580 — 0,676), passando a
0,612 (0,590 — 0,652) ao aumentar a concentragdo de HPMC para 3% e
chegando a 0,600 (0,592 — 0,618) com HPMC 5%. A andlise estatistica mostrou
que ndo ha diferenca nos valores de D/M associadas ao aumento da
concentracdo de polimero, tanto em presenca quanto em auséncia de SDS (p >
0,05). Porém, foi possivel identificar reducao significante nos valores de D/M da
formulacdo HPMC 1% sem SDS em relacéo a todas as formulagées com SDS:
HPMC 1% e 3% (p =0,006) e, HPMC 5% (p = 0,002). Além de HPMC 3% sem
SDS em relacdo a HPMC 5% com SDS (p = 0,0028).

Neste sentido, acredita-se que a presenca de SDS se faz essencial na
formulacdo para controle da agregacdo do AM, bem como o aumento da
concentragdo de polimero também parece desfavorecer a agregacdo do AM.
Além disso, a variabilidade nos valores D/M na presenca de SDS e 5% de HPMC
foi menor.

Com base na andlise dos espectros, optou-se por realizar ajustes a
metodologia de preparo das formulagfes. O principal ajuste na metodologia de
preparo e que, deve ser um ponto de atencdo em estudos similares a este, bem
como, em processos de producdo de formulacbes de AM em pequena
quantidade, foi a necessidade de produzir a SEAM padronizada a 1 mg/mL
(0,1%) a partir da qual as formulagdes foram preparadas. Isso porque se trata de
baixas concentracdes do AM nas formulacdes finais, de modo que o preparo de
pequenas quantidades de formulacdo a partir do corante em po, leva a
significativas variacdes de concentracdo do AM em diferentes lotes de producéo
de formulagédo. O método resultante destes ajustes foi descrito na metodologia
do estudo, sendo que o mesmo foi utilizado tanto para preparo de formulagcbes
com HPMC quanto com CMC.

4.2 Determinagéo da razdo D/M do AM nas formulagdes
4.2.1 Formulacbes contendo o polimero HPMC

Foram refeitas as formula¢gées aumentando a concentracao de Xilitol para
5% de preparo e adotando nova farmacotécnica a fim de obter diferengas menos
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réplicas formuladas

As formulagdes obtidas por meio da metodologia final estabelecida

resultaram em espectros de absor¢do das réplicas se sobrepondo, apontando

que tal farmacotécnica conferiu maior reprodutibilidade no preparo das

formulacbes e gerando uma melhor padronizacdo na concentracdo de AM,

conforme demonstrado na Figura 11.

Figura 11 — Espectros das formulagdes contendo 0,005% de AM veiculado em
diferentes concentragdes de polimero ndo-ibnico HPMC, na presenca ou
auséncia de 0,25% de SDS
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Legenda: A - amostras FN1A/B/C (HPMC a 1% sem SDS). B - amostras FN1D/E/F (HPMC a
1% com SDS). C - amostras FN2A/B/C (HPMC a 3% sem SDS). D - amostras FN2D/E/F
(HPMC a 3% com SDS). E - amostras FN3A/B/C (HPMC a 5% sem SDS). F - amostras

FN3D/E/F (HPMC a 5% com SDS).

Fonte: prépria autoria.

Tal como para os prototipos, as bandas de absorcado obtidas nesses

espectros apontaram picos em 614 nm para dimeros e em 662 nm para
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mondmeros, cujos valores foram mantidos para calculo da razdo D/M, uma vez
gue matematicamente nao foi possivel ajustar adequadamente a deconvolucéo,
de acordo com o grafico gerado no Anexo C-1, no qual € possivel visualizar que
a curva permaneceu levemente deslocada. As razbes D/M obtidas estéo

expostas na Figura 12.

Figura 12 — Razdes (D/M)? das amostras contendo 0,005% de AM veiculado em
diferentes concentragdes de polimero ndo-ibnico HPMC, na presenca ou
auséncia de 0,25% de SDS
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aD/M = Ae14/Ass2. Legenda: D/M = dimero/mondmero. HPMC = hidroxipropilmetilcelulose.
SDS = dodecil sulfato de s6dio. Grupos que compartilham a mesma letra ndo apresentam
diferencas significantes entre si. Fonte: prépria autoria.

A analise das formulagfes elaboradas pela farmacotécnica adaptada que
teve 0 AM a 0,005% como ponto de partida, resultou nos seguintes valores da
razdo D/M nas preparacdes sem tensoativo: na presenca de HPMC 1% foi de
0,778 (0,769 — 0,802), passando a 0,738 (0,734 — 0,738) na concentracdo de
HPMC 3% e chegando a 0,686 (0,685 — 0,709) com HPMC 5%. Desta forma,
conforme indicado pela analise estatistica houve redugédo significativa nos
valores D/M com o aumento da concentracéo de polimero na auséncia de SDS.

Por outro lado, nas formulacdes contendo AM a 0,005% associado ao
SDS a 0,25% os valores D/M foram significantemente menores que na auséncia
de SDS (p < 0,001). Além disso, na presenca de SDS 0 aumento na
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concentracdo de HPMC néo causou diferencas significantes nos valores de D/M
sendo 0,546 (0,546 — 0,548) para HPMC 1%, 0,553 (0,550 — 0,557) para HPMC
3% e 0,552 (0,551 — 0,558) para HPMC 5%.

Em ambas as técnicas obtivemos menores valores de agregagcdo nas
formulacdes contendo SDS (p < 0,006), sendo que o aumento da concentragcao
do polimero ndo-ibnico HPMC néo influenciou no valor da razdo D/M, ou seja,
esse aumento de viscosidade ndo provoca diferenca significativa da agregacao
do AM ao elevar a porcentagem do HPMC (p > 0,05). Além disso, com essa
farmacotécnica adaptada a variabilidade entre os valores D/M também foi menor,

indicando que as adaptacdes foram bem-sucedidas.

4.2.2 Formulagdes contendo o polimero CMC

Independentemente da concentracdo do polimero CMC empregado, 0s
picos de monémeros apresentados nos espectros de absorcédo foram estaveis
nas formulagcdes com ou sem SDS, sendo respectivamente 661 nm e 667 nm.
Ja para dimeros foi observado que os picos aumentam gradativamente conforme
a concentracao do polimero anibénico é elevada na auséncia do SDS, variando
de 610 a 612 nm.

No entanto, na presenca do surfactante ndo foi detectado um valor
especifico de pico para a forma agregada de AM, conforme as bandas de
absorcdo que podem ser verificadas nos espectros demonstrados a seguir na
Figura 13. Assim como observado anteriormente para o HPMC, os espectros de
absorcdo das réplicas das formulagbes com CMC sao bastante similares
refletindo a reprodutibilidade no preparo das formulagcbes em relacdo a
concentracéo de AM.

Com base nestes espectros de absorgéo foram extraidos os valores para
a determinacao da agregacao (D/M) e, para ter mais seguranca foi optado por
adotar os valores obtidos na deconvolugdo, visto que o grafico gerado
apresentou adequada sobreposicdo, conforme demonstrado no Anexo C-2,
sendo adotados os valores de comprimentos de onda de absorgao de 623 nm
para dimeros e de 663 nm para monémeros, para o célculo das razdées D/M

desse polimero.
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Figura 13 — Espectros das formulacdes contendo 0,005% de AM veiculado em
diferentes concentragdes de polimero aniénico CMC, na presenga ou auséncia

de 0,25% de SDS
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Legenda: A - amostras FA1A/B/C (CMC a 0,25% sem SDS). B - amostras FA1D/E/F (CMC a
0,25% com SDS). C - amostras FA2A/B/C (CMC a 0,5% sem SDS). D - amostras FA2D/E/F
(CMC a 0,5% com SDS). E - amostras FA3A/B/C (CMC a 1% sem SDS). F - amostras
FA3D/E/F (CMC a 1% com SDS). Fonte: prépria autoria.

O valor da razdo D/M em comprimentos de onda de 623 nm e 663 nm,
respectivamente, nas formulagées sem tensoativo contendo AM a 0,005%
encontrado na presenca de CMC 0,25% foi de 1,047 (1,041 — 1,053), havendo
uma reducédo significativa e passando a 0,935 (0,920 — 0,956) ao aumentar a
concentracéo de CMC para 0,5% e chegando a 0,843 (0,828 — 0,847) com CMC
1%. Por outro lado, nas formulac¢des contendo AM a 0,005% associado ao SDS
a 0,25%, o valor da razdo D/M encontrado na presenca de CMC néo apresentou
diferenca significante com a variacao de concentracao do polimero, sendo 0,488
(0,486 —0,488) a 0,25% de CMC, passando a 0,490 (0,488 — 0,496) ao aumentar
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a concentracdo de CMC para 0,5% e chegando a 0,507 (0,507 — 0,576) com

CMC 1%, conforme demonstrado no grafico (Figura 14).

Figura 14— Razdes (D/M)? das amostras contendo 0,005% de AM veiculado em
diferentes concentragdes de polimero aniénico CMC, na presenga ou auséncia
de 0,25% de SDS
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aD/M = Ae23/Ase3. Legenda: D/M = dimero/mondmero. CMC = carboximetilcelulose.
SDS = dodecil sulfato de s6dio. Grupos que compartilham a mesma letra ndo apresentam
diferencas significantes entre si. Fonte: propria autoria.

E possivel observar que houve reducdo dos valores de D/M com o
aumento da concentracdo do polimero CMC na auséncia do SDS (p < 0,05),
enquanto na presencga do tensoativo, os valores se mantém constantes conforme
€ aumentada a concentragdo do polimero aniénico. A presenga de SDS nas
formulagbes contendo qualquer concentragcdo de CMC apresenta reducéo
significante da razdo D/M (p < 0,001). Diante desses resultados verificou-se a
necessidade de associacao do polimero CMC ao tensoativo SDS para que seja
possivel ajustar a viscosidade da formulacdo sem que haja efeitos significantes
na agregacao do AM.

Por fim, como os comportamentos frente a agregacdo sdo bastante
similares entre os polimeros, optou-se por fazer um comparativo dos dados das
razdes D/M obtidas com as formulacdes utilizando os diferentes polimeros. Para
isso, foi adotada a segunda farmacotécnica de preparo das formula¢cdes com o

HPMC e os picos de dimero e monbémero foram padronizados conforme
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especificado anteriormente para cada polimero. O grafico comparativo esta
apresentado na Figura 15.

Figura 15 — Comparacéo das razdes D/M das amostras contendo 0,005% de AM
veiculado em diferentes concentra¢cfes de polimero ndo-iénico (HPMC)? e
aniénico (CMC)® na auséncia ou presenca de 0,25% de SDS
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Legenda: D/M = dimero/monémero. HPMC = hidroxipropilmetilcelulose. SDS = dodecil sulfato
de sddio. CMC = carboximetilcelulose. Grupos que compartilham a mesma letra ndo
apresentam diferencas significantes entre si. Fonte: prépria autoria.

Na auséncia de SDS os valores de D/M sdo maiores em relacdo a
presenca de SDS, para ambos o0s polimeros estudados, em todas as
concentracbes de polimeros utlizadas. Isto €, observou-se que,
independentemente do carater idnico do polimero, foi obtida reducéo da razao
D/M na presenca do SDS (p < 0,001).

Nota-se também que na auséncia do SDS, tanto na formulagcdo com
HPMC como CMC, houve reducéo dos valores de agregagdo com o aumento da
concentracdo dos polimeros.

Os valores D/M na auséncia de SDS sao maiores na presenca de CMC

do que na presenca de HPMC. Por outro lado, na presenca de SDS os valores
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de D/M sé@o menores na presenca de CMC do que na presenca de HPMC (p <
0,05).

No caso do CMC a 1%, no entanto, houve maior agregagao em relacao
ao CMC 0,25% e 0,5% ficando equivalente aos valores obtidos para qualquer

concentracéo do polimero HPMC na presenca do tensoativo (p = 0,507).

4.3 Determinagéo da viscosidade e da densidade das Formulag¢des

Partindo dos resultados da determinacao da razao D/M do AM, optou-se
por prosseguir as analises fisico-quimicas das preparacdes sempre formuladas
na presenca do surfactante, favorecendo dessa forma o controle da agregacao
do FS. A avaliagdo da viscosidade das formulagcées determinada por vibro
viscosimetro e o calculo da viscosidade absoluta a partir dos resultados obtidos
da densidade especifica, determinada com auxilio de densimetro de
concentracao, foi realizada nas mesmas trés concentracdes dos polimeros nao-
ibnico ou anidnico (inferior, média e superior) das formulagcées contendo, AM a

0,005% e SDS a 0,25%, conforme valores apresentados na Figura 16.

Figura 16 — Comparacéo das viscosidades (cP) das amostras contendo 0,005%
de AM e 0,25% de SDS veiculados em diferentes concentracdes (inferior, média e
superior) de polimero néo-iénico (HPMC) e aniénico (CMC)
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Legenda: AM = azul de metileno. SDS = dodecil sulfato de sédio. HPMC =
hidroxipropilmetilcelulose. CMC = carboximetilcelulose. Fonte: prépria autoria.
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Na presenca de HPMC 1% o valor médio da viscosidade foi de 14,60+0,51
cP, passando a 107,50+27,43 cP ao aumentar a concentracdo de HPMC para
3% e chegando a 445,02+11,91 cP com HPMC 5%. Ja na presenca de CMC
0,25% foi de 32,12+0,85 cP, passando a 110,78+0,97 cP ao aumentar a
concentracdo de CMC para 0,5% e chegando a 480,24+20,79 cP com CMC 1%.

E possivel visualizar no gréafico exposto na Figura 17 que um pequeno
aumento na concentracdo do polimero aniénico CMC causa um incremento
pronunciado na viscosidade.

Figura 17 — Comparacéo das viscosidades (cP) das amostras contendo 0,005%
de AM e 0,25% de SDS veiculados de acordo com as concentragdes (%) de
polimero ndo-i6nico (HPMC) e aniénico (CMC)
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Legenda: AM = azul de metileno. SDS = dodecil sulfato de sédio.
HPMC = hidroxipropilmetilcelulose. CMC = carboximetilcelulose.
Fonte: propria autoria.

Apés andlise da viscosidade foram escolhidas as quatro concentracdes
de polimeros que apresentaram formulagdes com valores entre 30 e 450 cP para
prosseguir com as avaliacdes das razées D/M em variados valores de pH, sendo
eliminadas as que apresentaram menor e maior viscosidade na avaliagéo geral.
Permaneceram no estudo as formula¢cdes com o polimero ndo-iénico HPMC na
concentragéo de 3% e 5%, identificadas por FN2 e FN3; e as formulagdes com
o polimero aniébnico CMC na concentragdo de 0,25% e 0,5%, identificadas por
FAl e FA2.
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4.4 Determinacao do pH das Formulacdes

A determinacdo do pH de todas as amostras contendo AM a 0,005% e
SDS a 0,25%, nas trés concentracdes dos polimeros de carater ndo-ibnico e
anibnico, foi realizada em pHmetro com eletrodo de vidro, obtendo os seguintes
valores em cada formulacdo: HPMC 1% foi de 6,26 (6,12 — 6,28), HPMC 3% foi
de 6,40 (6,31 — 6,46), HPMC 5% foi de 6,46 (6,37 — 6,47), CMC 0,25% foi de
6,63 (6,63 — 6,70), CMC 0,5% foi de 6,67 (6,57 — 6,70) e CMC 1% foi de 6,67
(6,67 —6,72). Todas as formulacdes foram consideradas como de pH neutro com
tais valores obtidos em torno de 6,5. Dessa forma, as preparacdes foram
divididas em 3 por¢des conforme esquema apresentado em metodologia (Figura
6) para ajuste do pH e obtencdo de amostras em pH &cido, neutro e basico,
identificadas respectivamente pelos radicais A, N e B, as quais foram

submetidas a avaliacdo da influéncia do pH na razao D/M.

4.5 Determinacao da razdo D/M do AM nas formulacdes em funcao do pH

Os valores de pH das formulacfes, apés ajuste em acido, neutro e basico,

estdo descritos a seguir na Tabela 6:

Tabela 6 — Valores de pH das formulacdes em triplicata

FORMULACOES | pH A (4cido) | pH N (neutro) | pH B (bésico)
FN2 (HPMC 3%) 50(4,9-52)| 6,2(6,1-6,2) 8,3(8,3-8,4)
FN3 (HPMC 5%) 50(4,8-5,0) | 6,3(6,2—6,3) 8,2 (8,1-8,3)
FAl (CMC 0,25%) | 5,3(5,3-5,4) | 6,8(6,7—6,9) 8,4 (8,3 —8,6)
FA2 (CMC 0,50%) | 5,4 (5,2-5,4) | 6,8 (6,7—-6,9) 8,3(8,1-8,4)
Legenda: HPMC = hidroxipropilmetilcelulose. CMC = carboximetilcelulose.
Fonte: propria autoria.

As réplicas das formulacbes de AM contendo SDS (D/E/F) com pH
ajustados para acido (_A), neutro (_N) e basico (_B), tiveram a agregacao do AM
avaliada por meio da analise espectrofotométrica, sendo determinada a razéo
D/M através dos valores das bandas de absorcdo especificadas para cada
polimero, conforme dados apresentados no préximo item.



72

4.5.1 Formulac¢BGes contendo o polimero ndo-iénico HPMC em pH variados

A agregacdo do AM foi avaliada nas formulacées com SDS em duas

diferentes concentracdes de HPMC (3% e 5%), resultando nos seguintes
espectros conforme demonstrado na Figura 18.

Figura 18 — Espectros das formula¢cdes contendo 0,005% de AM e 0,25% de SDS
veiculados em diferentes concentracdes de polimero ndo-iénico HPMC, em pH
acido, neutro e basico
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Legenda: A - amostras FN2D/E/F_A (HPMC a 3% pH &cido). B - amostras FN3D/E/F_A
(HPMC a 5% pH &cido). C — amostras FN2D/E/F_N (HPMC a 3% pH neutro).
D — amostras FN3D/E/F_N (HPMC a 5% pH neutro). E — amostras FN2D/E/F_B
(HPMC a 3% pH basico). F — amostras FN3D/E/F_B (HPMC a 5% pH basico).
Fonte: propria autoria.

Os espectros de absorcdo obtidos das réplicas das formulacées com
HPMC em pH &acido, neutro e basico demonstram similaridade em relacédo a
concentracdo do AM e a partir dos valores obtidos foi determinada a agregacao
do AM a 0,005% nas formula¢cdes com SDS a 0,25%.

Os valores de razdo D/M em pH &cido foram de 0,590 (0,588 — 0,592)
para HPMC 3% e de 0,600 (0,598 — 0,602) para HPMC 5%. Em pH neutro foram
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de 0,596 (0,589 — 0,599) para HPMC 3% e de 0,604 (0,602 — 0,606) para HPMC
5%. E em pH basico foram de 0,607 (0,598 — 0,614) para HPMC 3% e de 0,614
(0,610 — 0,620) para HPMC 5%. O grafico das raz6es D/M pode ser visualizado

na Figura 19 a seguir.

Figura 19 — Razdes (D/M)? das amostras contendo 0,005% de AM e 0,25% de SDS
veiculados em diferentes concentracdes de polimero ndo-iénico HPMC, em pH
acido, neutro e basico

pH
B Acido
E Neutro
d OBasico
G620~
c,d
B10=

DIM
—lH

600= ac *
590— ?

| I
HPMC 3% HPMC 5%

aD/M = Ae14/Ass2. Legenda: D/M = dimero/monémero. HPMC = hidroxipropilmetilcelulose.
Grupos que compartilham a mesma letra ndo apresentam diferencas significantes entre si.
Fonte: propria autoria.

A razdo D/M é significativamente menor na formulagcdo de HPMC a 3%,
em pH acido e neutro. Tal como observado para o polimero em concentracao a
5%, também n&o houve diferenca significante na D/M entre o pH acido e neutro.
Porém, quando comparado ao pH bésico, ha diferenca estatistica em relacéo ao
pH acido que € significativamente menor em qualquer uma das duas

concentracdes analisadas.
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4.5.2 FormulacGes contendo o polimero aniénico CMC em pH variados

A avaliacdo da agregacdo do AM foi realizada nas formulacfes com SDS
em duas diferentes concentra¢gdes de CMC (0,25% e 0,5%), sendo os espectros
apresentados na Figura 20.

Figura 20 — Espectros das formula¢cdes contendo 0,005% de AM e 0,25% de SDS
veiculados em diferentes concentracdes de polimero aniénico CMC, em pH
acido, neutro e basico
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Legenda: A - amostras FA1D/E/F_A (CMC a 0,25% pH &cido). B - amostras FA2D/E/F_A
(CMC a 0,5% pH acido). C — amostras FA1D/E/F_N (CMC a 0,25% pH neutro). D — amostras
FA2D/E/F_N (CMC a 0,5% pH neutro). E — amostras FA1D/E/F_B (CMC a 0,25% pH bésico).

F — amostras FA2D/E/F_B (CMC a 0,5% pH bésico). Fonte: prépria autoria.

Da mesma forma como observado nas formulacbes de HPMC, os
espectros de absorcdo das réplicas das formulagbes com CMC em pH &cido,
neutro e basico apresentam similaridade em termos dos comprimentos de onda
dos maximos de absorcdo e em intensidade, sendo empregados os valores
obtidos para determinacéo da agrega¢éo do AM a 0,005% nas formulagcbes com
SDS a 0,25%.
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Em pH &cido, os valores de razdo D/M considerando os valores dos
maximos de absorcdo em 623 nm para dimeros e em 663 nm para mondémeros
foram de 0,500 (0,499 - 0,500) para CMC 0,25% e de 0,498 (0,498 - 0,498) para
CMC 0,5%; em pH neutro foram de 0,504 (0,503 — 0,504) para CMC 0,25% e de
0,502 (0,502 - 0,506) para CMC 0,5% e em pH basico foram de 0,508 (0,507 —
0,508) para CMC 0,25% e de 0,505 (0,504 - 0,508) para CMC 0,5%. O gréfico
representando esses dados esta exposto na Figura 21.

Figura 21 — Razdes (D/M)? das amostras contendo 0,005% de AM e 0,25% de SDS
veiculados em diferentes concentragdes de polimero aniénico (CMC), em pH
acido, neutro e basico
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b, c O Basico
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CMC 0,25% CMC 0,5%

aD/M = As23/Ass3. Legenda: D/M = dimero/monémero. CMC = carboximetilcelulose.
Grupos que compartilham a mesma letra ndo apresentam diferencas significantes entre si.
Fonte: propria autoria.

A variacdo da concentragdo do polimero aniénico CMC a 0,25% ou 0,5%
nao influencia na razdo D/M em cada tipo de pH avaliado entre si. O pH acido
promove uma significativa reducdo da razdo D/M comparativamente ao pH
neutro e ao pH basico, nas formulagbes de CMC em qualquer concentracdo
avaliada. A férmula alcalina de CMC 0,5% nao apresenta diferenca significante

em relacdo as formulacdes de pH neutro.
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Ao analisar os dados de todos os polimeros e concentracdes
conjuntamente, nota-se que o CMC em qualquer concentragdo e em qualquer
pH resulta em menor agregacéo do AM comparativamente ao HPMC, conforme
apresentado na Figura 22.

Figura 22 — Comparacdao das razbes D/M das amostras contendo 0,005% de AM e
0,25% de SDS veiculados em diferentes concentracdes de polimero néo-iénico
(HPMC)? e anidnico (CMC)®, em pH &cido, neutro e basico

pH
620= i B Acido
e f E] B Neutro
Q d Oeasico
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d L
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a w &
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480~
| ] 1 |
HPMC 3% HPMC 5% CMC 0,25% CMC 0,5%

aD/Mpmc) = As14/Ass2. °DIM(cmc) = As23/Ases.
Legenda: D/M = dimero/mondmero. HPMC = hidroxipropilmetilcelulose.
CMC = carboximetilcelulose. Grupos que compartilham a mesma letra ndo apresentam
diferencas significantes entre si. Fonte: propria autoria.

Interessante notar que nessa analise estatistica inferencial conjunta a
analise dos dados do CMC permanece inalterada, entretanto, a comparacao
entre as diferentes concentragcdes do HPMC, deixou de apresentar diferenca
significativa (como visto na Figura 19), passando a ser estatisticamente igual
para 3% e 5% de HPMC em pH é&cido e neutro. E possivel visualizar que as

razdes D/M do HPMC sao mais elevadas e apesar do CMC &acido apresentar
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menores valores de D/M em relacdo as demais faixas de pH, os valores sdo
numericamente muito proximos. Esse aspecto poderia ser considerado para
determinar uma maior flexibilidade de pH de trabalho no desenvolvimento das
formulagdes, no entanto, o fato da raz&o D/M ser igual em pH neutro e alcalino
na concentracao de 0,5% de CMC nos leva a considerar a concentracao de 0,5%
do CMC em pH acido como melhor op¢éo para prosseguir com os testes, uma
vez que o pH em torno de 5 ira também proporcionar maior estabilidade a
formulacgéo evitando degradacédo por hidrélise em meio neutro a alcalino.

4.6 Determinacdo da razdo D/M de diferentes concentracbes do AM na

formulacéo selecionada

Com base nos resultados anteriormente obtidos, foi selecionada a
formulacdo com o polimero aniénico CMC em pH acido e na concentracado de
0,5%, uma vez que demonstrou menor agregacdo do AM tal como a
concentracdo de 0,25%, sobretudo conferindo maior viscosidade como
vantagem adicional. Dessa forma as formulagbes foram preparadas com
diferentes concentracdes de AM, de acordo com a descricdo quali-quantitativa
apresentada na Tabela 4 do item 3.6 da metodologia, sendo gerados os

seguintes espectros apresentados na Figura 23.

Figura 23 — Espectros das formula¢cdes contendo 0,5% de CMC e 0,25% de SDS
veiculadas em pH acido com diferentes concentra¢cées de AM
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Legenda: A - amostras FO02A/B/C (0,002% de AM). B - amostras FOO5A/B/C (0,005% de AM).
C — amostras FO10A/B/C (0,010% de AM). D — todas as amostras anteriores juntas. Fonte:
propria autoria.

Os picos de dimeros e mondmeros podem ser observados para cada
concentracdo de AM avaliada, com similaridade entre as réplicas, sendo que a
Figura 23-D demonstra a proporcionalidade dos espectros de todas as amostras
juntas conforme a variagcdo da porcentagem utilizada do FS. A razdo D/M foi

definida em comprimentos de onda de 623 nm e 663 nm, ndo apresentando
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diferenca estatistica entre as duas menores concentracdes avaliadas do FS,
sendo encontrados os seguintes valores: 0,480 (0,476 — 0,502) para 0,002% de
AM, 0,496 (0,496 — 0,496) para 0,005% de AM e 0,624 (0,621 — 0,625) para
0,010% de AM. O grafico pode ser visto na Figura 24.

Figura 24 — Comparagéo das razdes (D/M)? das amostras contendo 0,5% de CMC
e 0,25% de SDS veiculados em pH acido com diferentes concentracdes de AM
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aD/M = Ae23/Ase3. Legenda: D/M = dimero/mondmero. CMC = carboximetilcelulose. SDS =
dodecil sulfato de sddio. AM = azul de metileno. Grupos que compartilham a mesma letra nédo
apresentam diferencas significantes entre si. Fonte: propria autoria.

O aumento de concentracao do FS na formulacdo demonstrou impactar
na agregacéo do FS quando empregado 0,010% do AM, entretanto o0 mesmo
nao foi observado para a formulacéo de 0,005% que apesar de apresentar maior
intensidade no espectro de absor¢ao, a relacdo D/M se manteve equivalente a

menor concentracao avaliada de 0,002%.

4.7 Avaliacdo in vitro de incorporac¢ao em biofilme de Candida albicans

Os espectros registrados em triplicata e em dois experimentos
independentes das amostras avaliadas conforme periodo varidvel de incubacéao
no escuro em comprimento de onda maximo de 663 nm demonstraram em
qualquer um dos tempos avaliados, maior taxa de incorporacdo para as

preparacdes do AM em agua comparativamente aquelas veiculadas em formula,
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sendo a porcentagem ao longo do tempo nas preparacdes em agua: 6,78%
(3,43% — 9,16%) para 5 min; 6,92% (1,61% — 9,64%) para 10 min; 11,5% (7,73%
— 14,3%) para 30 min; e, 18,2% (9,20% — 22,6%) para 60 min. A incorporacao
nas amostras veiculadas na formulagéo apresentou os seguintes resultados de
acordo com os periodos de incubacao no escuro: 2,99% (1,38% — 5,62%) para
5 min; 1,00% (0,803% — 2,72%) para 10 min; 3,59% (1,12% — 6,65%) para 30
min; e, 2,72% (1,12% — 4,78%) para 60 min, conforme exposto na Figura 25.

Figura 25 — Incorporacgao (%) em biofilme de C. albicans de amostras contendo
AM 0,005% veiculado em agua ou formula apds periodo variavel de tempo de

incubacao (min)
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Legenda: AM_A = azul de metileno 0,005% em agua deionizada estéril. F_05 = azul de
metileno 0,005% em formulagéo acida de CMC 0,5% contendo 0,25% de SDS.
Grupos que compartilham a mesma letra ndo apresentam diferencas significantes entre si.
Fonte: propria autoria.

O AM veiculado em 4gua apresenta maior incorporacao
comparativamente a formulagdo em qualquer um dos tempos analisados, sendo
observada maior incorporagéo no maior tempo de incubacgéo (aproximadamente
18%), sem diferenca estatistica entre 60 e 30 min, nem entre os periodos de 5,
10 e 30 min para amostras AM_A (incorporacgdo por volta de 10%). Ja para F_05
nao houve diferenca significativa entre qualquer um dos tempos analisados,
sendo a incorporacao de aproximadamente 3%.
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4.8 Avaliacao in vitro de viabilidade em biofilme de Candida albicans

Os tratamentos realizados em triplicata e em trés experimentos
independentes em biofilme de 24h com irradiagdo de 660 nm, 37,3 mW/cm?, 60,4
J/cm? durante 27 min apresentou reducéo significativa na contagem de UFC/mL
em relacdo ao CT apenas para o grupo F_05 (reducédo de 0,22 Log UFC/mL),

sem diferencas estatisticas entre os demais grupos (Figura 26).

Figura 26 — Log UFC/mL Viabilidade em biofilme de 24h de C. albicans ap6s 27

min de irradiacao
al b a, b a a; b
F 05 F 10

Legenda: CT = controle em agua. F_@ = formulacao base. AM_05 = azul de metileno 0,005%

AM_05 AM_10
em agua. AM_10 = azul de metileno 0,010% em &gua. F_05 = azul de metileno 0,005% em
férmula. F_10 = azul de metileno 0,010% em férmula. Grupos que compartiiham a mesma letra
ndo apresentam diferencas significantes entre si. Fonte: propria autoria.
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Com base em estudos prévios do grupo (MACHADO et al., 2023) optou-
se por avaliar a viabilidade do biofilme de C. albicans em fase de dispersao apos
crescimento de 48h. Além disso, no trabalho mencionado o efeito antimicrobiano
foi significativo quando foi realizado duplo tratamento, o que nos levou a optar
por realizar neste estudo este mesmo procedimento: apos a aplicacdo de um
ciclo de PDT, realiza-se novo tratamento com o FS e repeticao de irradiacao por
mais 27 min empregando os mesmos parametros de comprimento de onda de

660 nm, irradiancia de 37,3 mW/cm? e alcancando uma exposicéo radiante de
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120,8 J/cm?. Diante do duplo tratamento foram obtidos os seguintes valores de
redugéo de Log, em ordem crescente: 0,28 para F_@; 3,40 para AM_05; 3,45
para F_10; 4,13 para AM_10; e, a maior reducéo foi obtida com a F_05 sendo
de 4,26 Log, sem diferencas estatisticas entre elas e com significativa queda em
comparacdo aos grupos CT e F_@, os quais ndo apontaram diferenca
estatisticamente significativa entre si, de acordo com o demonstrado na Figura
27.

Figura 27 — Log UFC/mL Viabilidade em biofilme de 48h de C. albicans apds 2
tratamentos de 27 min de irradiacdo cada
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Legenda: CT = controle em agua. F_@ = formulagéo base. AM_05 = azul de metileno 0,005%
em agua. AM_10 = azul de metileno 0,010% em &agua. F_05 = azul de metileno 0,005% em
formula. F_10 = azul de metileno 0,010% em férmula. Grupos que compartilham a mesma letra
ndo apresentam diferencas significantes entre si. Fonte: propria autoria.

A fim de determinar se realmente sédo necessarias 2 aplica¢des do FS ou
se somente aumentar o tempo de irradiacdo seria suficiente para alcancar o
efeito antimicrobiano nas amostras com biofilme de 48h, o experimento também
avaliou os tratamentos feitos com o dobro do tempo de irradiagdo, sem nova
aplicacao de FS, mantendo os demais parametros iguais. Os resultados obtidos

estdo apresentados na Figura 28.
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Figura 28 — Log UFC/mL Viabilidade em biofilme de 48h de C. albicans ap6s 54

min de irradiacéo
a a a a
F 05 F 10
Legenda: CT = controle em agua. F_@ = formulacao base. AM_05 = azul de metileno 0,005%

AM_05 AM_10
em agua. AM_10 = azul de metileno 0,010% em &gua. F_05 = azul de metileno 0,005% em
férmula. F_10 = azul de metileno 0,010% em férmula. Grupos que compartiiham a mesma letra
nao apresentam diferencgas significantes entre si. Fonte: prépria autoria.
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Com apenas 1 ciclo de irradiacdo de 54 min, sem reaplicacdo de
tratamento, as reducbes de Log foram significativas para todas as amostras
comparativamente ao CT e todos os FS também em relacdo a F_@, porém com
reducdes maximas proximas a 1 Log UFC/mL. As reducbes em ordem
decrescente apontaram os seguintes valores: 0,92 para F_05; 0,90 para AM_10;
0,87 para F_10; 0,84 para AM_05, sem diferencas estatisticas entre elas; e 0,39
para F_@.

Na Figura 29 é possivel visualizar a comparacao entre 0s grupos que
receberam 2 tratamentos de 27 min ou apenas 1 de 54 min, resultando em
significativa diferenca para todos os grupos contendo AM para o duplo
tratamento sem ter sido observada diferenca estatistica entre os dois tipos de

tratamentos executados nas amostras CT e F_@.
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Figura 29 — Comparacédo Log UFC/mL Viabilidade em biofilme de 48h de C.
albicans ap6s 2 tratamentos de 27 min de irradiagdo ou apenas 1 de 54 min
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Legenda: CT = controle em agua. F_@ = formulacao base.

AM_05 = azul de metileno 0,005% em agua. AM_10 = azul de metileno 0,010% em agua.
F_05 = azul de metileno 0,005% em férmula. F_10 = azul de metileno 0,010% em férmula.
* Grupos que apresentam diferengas significantes entre si em fungéo do tempo de irradiagéo.
Fonte: prépria autoria.

4.9 Estabilidade fisico-quimica da formulacéo

A formulagéo selecionada no estudo, contendo 0,005% de AM, 0,25% de
SDS veiculado em 0,5% de CMC teve sua estabilidade acompanhada a cada 6
meses por um periodo de 1 ano, sendo mantida em temperatura ambiente e
acondicionada em sua embalagem, protegida da luz.

O aspecto da formulacéo foi determinado inicialmente como um gel fluido
de coloracao azul e odor caracteristico, sendo tais caracteristicas organolépticas
da formulagdo mantidas inalteradas ao longo de todo periodo avaliado. Os
demais atributos de pH, identificaggo do monémero do AM por
espectrofotometria e razdo D/M foram quantificados sendo registrados no tempo
inicial (TQ), aos 6 meses (T6) e 12 meses (T12), conforme expostos os valores

de mediana, minimo e maximo na Tabela 7.
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Tabela 7 — Mediana das triplicatas das analises fisico-quimicas de estabilidade

ATRIBUTOS 1% | T6 | T12
Caracteristicas Organolépticas Gel fluido azul de odor caracteristico
pH 5,40 5,37 5,21
(5,20 — 5,40) (5,37 - 5,40) (5,08 - 5,31)
e 2,260 2,273 2,301
Quantificagao AM (Asss NM) | ) 557 _ 5 260) | (2,269 — 2,295) | (2,228 — 2,362)
0,498 0,496 0,502

Razao DIM (Aszs/Acss) (0,498 — 0,498) | (0,496 — 0,496) | (0,500 — 0,503)

Legenda: D/M = dimero/monémero.
Fonte: prépria autoria.

A formulacdo se manteve estavel sem diferencas significativas ao longo
do periodo avaliado nos quesitos pH (Figura 30) e absorbancia do AM em 663
nm (Figura 31), entretanto, a elevagdo da razdo D/M aos 12 meses foi
considerada estatisticamente significativa, em relacdo aos outros dois tempos
avaliados, demonstrando que ha aumento da agregacao do AM entre 6 meses e
1 ano (Figura 32). Apesar disso, a diferengca numérica é bastante pequena
(Tabela 7), o qué possivelmente ndo afetaria de forma consideravel as

caracteristicas da formulacéo.

Figura 30 — pH da formula¢&o ao longo de 12 meses
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Legenda: Grupos que compartilham a mesma letra ndo apresentam diferencas significantes
entre si. Fonte: propria autoria.
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Figura 31 — Deteccdo do monémero do AM na formulacdo em comprimento de

onda de 663 nm ao longo de 12 meses
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Legenda: AM = azul de metileno. Grupos que compartilham a mesma letra ndo apresentam

diferencas significantes entre si.
Fonte: prépria autoria.

Figura 32 — Razdo D/M do AM na formulagdo em comprimentos de onda de

623/663 nm ao longo de 12 meses
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Legenda: D/M = razdo dimero/mondmero. Grupos que compartilham a mesma letra ndo

apresentam diferencas significantes entre si.
Fonte: propria autoria.
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5 DISCUSSAO

A aPDT é uma ferramenta bastante interessante no combate aos
microrganismos devido a sua acao independente da resisténcia microbiana.
Porém, alguns avancgos se fazem necessarios para a sua aplicacdo de forma
mais assertiva. Na area da odontologia, os profissionais remetem a necessidade
do fotossensibilizador permanecer por mais tempo no local de aplicacdo bem
como, reduzir a diluicdo do FS em saliva, surgindo a necessidade de uma
formulagcdo mais viscosa. Paralelamente, o AM tem caracteristicas fisico-
quimicas e fotoquimicas especificas, havendo agregacdo dependendo do meio,
além da modulacdo do mecanismo fotoquimico, sendo que se sugere que a
presenca de mondmeros de AM apresentaria maior acdo antimicrobiana por
induzir o mecanismo do tipo Il. Neste sentido, o intuito deste trabalho foi
desenvolver uma formulagdo com AM para uso na aPDT na &rea da odontologia,
procurando manter o AM em monémeros, em sua maioria, e dentro do possivel
aumentar a acao antimicrobiana.

Assim sendo, as formulacbes desenvolvidas por associacdo com
polimeros poderiam afetar a agregacdo do AM, de modo que os espectros de
absorcdo e a razdo D/M foi avaliada em diferentes condi¢cdes. Foram
identificados leve deslocamento hipsocrémico na banda do monémero do AM
com reducéo de apenas 1 nm para o CMC e 2 nm para o HPMC, permanecendo
sem alteracdo ao considerar a faixa caracteristica entre 660 e 665 nm
(BERGMANN; O’KONSKI, 1963; HEGER; JIRKOVSK; KLA, 2005;
KOSTJUKOVA; LEONTIEVA; KOSTJUKOV, 2021; SILVA et al., 2017). Santin et
al. (2015) descrevem que ha deslocamento batocrémico do monémero quando
é utilizado solvente com polaridade mais elevada.

Ja4 em relagdo a banda do dimero, a presenca dos polimeros nas
formulagbes favorece o deslocamento batocrdmico do comprimento de onda
maximo de absorcao, deslocando de 590 nm quando o AM é veiculado em
apenas agua (COLLINA et al., 2018; SILVA et al., 2017) para 614 nm na
presenca do HPMC e para 623 nm na presenca do CMC. Esse deslocamento
também é observado em outros trabalhos nos quais se observa o maximo de
absorcdo para dimeros em 600 nm (TANG et al.,, 2005) ou em 605 nm
(BERGMANN; O’KONSKI, 1963; KOSTJUKOVA; LEONTIEVA; KOSTJUKOQOV,



87

2021). No entanto, quando o AM foi formulado em CMC na presenca do
surfactante ndo foi detectada a presenca clara de uma banda de absorcdo do
dimero. A presenca do ombro em 610 nm corresponde a transigao vibronica de
agregados do tipo H caracteristicos da solugdo aquosa (BERGMANN;
O’KONSKI, 1963; HEGER; JIRKOVSK; KLA, 2005), sendo confirmada a origem
vibrénica desse ombro em = 612 nm no espectro de absorgao experimental
(KOSTJUKOVA; LEONTIEVA; KOSTJUKOV, 2021) e considerado o dimero um
agregado fortemente acoplado com estados excitados completamente mistos
que alteram as propriedades espectroscopicas e fotofisicas da solucdo aquosa
concentrada (DEAN et al., 2016). A veiculacdo em diferentes meios pode induzir
formacao de dimeros com distintas propriedades fotoquimicas devendo observar
nao so6 o estado de dimerizagdo do FS como também o tipo de dimero formado
(SEVERINO et al., 2003).

A elevacdo da concentracdo dos polimeros nas formulacdes sem SDS
contribuiu para uma reducéo da agregacao do AM, quando avaliadas entre si,
podendo atribuir ao fato desses polimeros HPMC e CMC apresentarem
propriedades emulsionantes e tensoativas além de serem agentes de
viscosidade (ALLEN JR et al., 2012; THOMPSON; DAVIDOW, 2009). Entretanto,
esses valores de razdo D/M ficam acima dos observados para as formulagdes
contendo o SDS indicando maior agregacédo do FS na auséncia do surfactante.
Apesar da reducéo observada nessa avaliacdo, os valores de D/M do AM em
presenca de SDS a 0,25% sem a presenca de polimeros € de aproximadamente
0,22, enquanto na auséncia de SDS em solugcdo aquosa o AM a 0,005%
apresenta razdo D/M de 0,5 (COLLINA et al., 2018). Neste presente estudo, com
adicao do polimero aniénico CMC a formulacdo contendo SDS, a relacdo D/M
obtida é dessa mesma ordem de 0,5. Para o HPMC associado ao SDS, o valor
dessa razdo apresenta-se por volta de 0,6. A maior formacao de dimeros se da
em funcéo de alteracdes no meio veiculado que proporcionam maior interacéo
eletrostatica e hidrofobica entre as moléculas do AM (BERGMANN; O’KONSKI,
1963), cujo centro hidrofobico desse FS catidnico € adequado para interacdes
hidrofébicas e eletrostaticas com o tensoativo anidbnico (MUHAMMAD; KHAN,
2017).

Diante destes resultados iniciais, ficou clara a necessidade da

incorporacao do SDS como um agente de controle da agregacdo do AM nas
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formulacbes independentemente do polimero avaliado. O processo de
agregacdo do AM é caracteristico no meio aquoso devido ao grande potencial
de formacdo de ligacdes de hidrogénio (MOREIRA et al., 2010), sendo mais
eficiente a dimerizagdo em meio aquoso do que em micelas de SDS
(SEVERINO et al., 2003). Nesse estudo pudemos notar essa expressiva
diferenca entre as formulagbes associadas ou ndo ao SDS. Na auséncia do
tensoativo a forma agregada do AM em dimeros esteve em maior quantidade
que a monomeérica, resultando em razao D/M superior a 1,0 ou muito proximo a
isso nas formulacées contendo o polimero CMC. Ja com a adicdo do SDS
nessas mesmas formulacdes houve prevaléncia da forma monomérica do AM,
de forma que foi minimizado o processo de agregacdo do AM. A alteracéo das
propriedades do AM associado ao tensoativo SDS se d4 em decorréncia das
interacOes eletrostaticas que atraem o FS de carater ibnico oposto ao do
surfactante, levando a formacao de complexos micelares com predominancia da
forma monomeérica (BRITO; SANTOS; NANTES-CARDOSO, 2019; COLLINA et
al., 2018; JUNQUEIRA et al., 2002). A associacdo de AM ao SDS promove a
formacdo de micelas e conversao dos dimeros em monémeros solubilizados no
surfactante (MUHAMMAD; KHAN, 2017). A menor razdo D/M do AM na presenca
de SDS é explicada pela maior dificuldade em haver dimerizacdo devido a
formacao de pares de ions do FS e do surfactante e menor interacao hidrofébica
entre duas moléculas do AM na regido interfacial da micela (SEVERINO et al.,
2003).

Em estudo realizado com goma arabica para obtencdo de hidrogel,
Vilsinski et al. (2021) atribuem a interacdo do AM com esse polimero anibnico as
forcas coulombianas, ion-dipolo, ligacbes H e hidrofobicas. Os dados do
polimero aniénico empregado nesta pesquisa em presenca do SDS sugerem
menor agregacao do AM, o que poderia nos levar a escolha do CMC nessa etapa
para dar sequéncia ao estudo. Porém como demonstrado na Figura 15, néo
houve diferenga significativa na raz&o D/M na concentragdo de 1% de CMC
comparada a qualquer concentragdo de HPMC nas formulagbes com o
surfactante e, também foi constatado que na auséncia de SDS a agregacao do
AM em CMC foi maior do que em HPMC, o que nos estimulou a prosseguir 0s
experimentos com ambos o0s polimeros excluindo apenas uma das

concentracoes de cada nessa etapa.
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Tanto o HPMC quanto o CMC sdo polimeros mucoadesivos com
propriedades de bioades&o (VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010), sendo
adequados para o propoésito de elevacdo da viscosidade da preparacdo
destinada ao uso odontolégico com maior permanéncia no local de aplicagdo. O
HPMC a 2% em agua possibilita obter formulacdes com viscosidade entre 80 e
120 cP a 20 °C (SIGMA-ALDRICH, 2023b). A mesma concentracdo do CMC de
média viscosidade proporciona preparagfes aguosas com viscosidade mais
elevada, entre 400 e 800 cP em temperatura de 25 °C (SIGMA-ALDRICH,
2023a), sendo possivel obter formula¢cdes mais ou menos viscosas com maiores
ou menores concentracdes dos polimeros, tal como apresentado nessa
pesquisa, na Figura 17.

Deste modo, em relagdo as concentragbes dos polimeros, as
formulacdes preparadas foram avaliadas em termos de viscosidade para escolha
de duas concentracdes de cada um deles para posterior andlise nas diferentes
faixas de pH. Assim, foram eliminadas do experimento a formulacdo de menor
viscosidade (= 14,60 cP) do polimero ndo-ibnico contendo 1% de HPMC, uma
vez que se apresentou com baixa consisténcia e aparéncia muito liquida, nédo
contribuindo para incremento suficiente de viscosidade a ponto de trazer
beneficios clinicos no momento da aplicacdo em consultério odontolégico; e, a
formulacédo de maior viscosidade (= 480,24 cP) contendo 1% de CMC que,
apesar de aparentar alta consisténcia, apresentou maior agregacao do AM
comparativamente as formulagdes de menor concentracdo do mesmo polimero
e nao apresentando diferenca significativa quando comparado as amostras
formuladas com o polimero n&o-iénico, conforme se observa na Figura 15.

A viscosidade tem sido contemplada na literatura odontolégica como um
parametro de referéncia aos biomateriais utilizados na pratica clinica, sendo
comumente expressa em classificagcbes qualitativas de baixa, média ou alta
viscosidade. Relaciona a fluidez do produto e sua capacidade de penetracdo e
escoamento, sendo frequente atribuir o conceito de fluidez adequada para se
adaptar aos tecidos bucais e viscosidade suficiente para ficar contido no local de
aplicacdo (CATIRSE et al., 2020; VITO; ROMAO JUNIOR, 2022). A associagao
de substancias antimicrobianas a polimero é uma técnica adotada para
aumentar a substantividade e eficacia (SAKAE et al.,, 2018; TORRES et al.,
2000), sendo desejavel que a formulagcdo contendo o FS tenha uma difusdo



90

adequada para facilitar a penetracdo maxima nas estruturas anatdbmicas a serem
desinfectadas e aumentar a incorporacéo do FS pelos microrganismos a serem
tratados por aPDT (GEORGE; KISHEN, 2007). Para que o efeito antimicrobiano
seja alcancado é fundamental que a substancia apresente substantividade, com
potencial de permanecer retida no local de acéo sendo lentamente liberada a fim
de evitar que seu efeito seja afetado pelo fluxo salivar (TORRES et al., 2000).

A andlise da influéncia do pH indicou que as concentracdes dos polimeros
nao-idbnico e anionico avaliados entre si nesse estudo nao interferiram na razao
D/M quando considerado cada tipo de pH isoladamente, de acordo com a Figura
22, ou seja, a viscosidade do polimero ndo afeta a agregacédo em funcao do pH.
Entretanto, as formulacfes acidas apresentaram menores valores de razao D/M.
Ambas as concentra¢des do polimero ndo-ibnico em pH &cido apresentaram
menor razdo D/M em relacao as preparacdes formuladas em meio basico, sendo
significativa a reducdo do valor de D/M em HPMC 3% e 5% acida
comparativamente as duas concentragbes do HPMC em meio basico embora
nao haja diferenca estatistica com as mesmas formulacdes em pH neutro. Ainda
assim, essas formulacdes apresentaram valores de razdo D/M ainda altos, em
torno de 0,6. Para a analise do polimero anionico, o pH acido também foi capaz
de resultar numa significativa reducdo da razdo D/M comparativamente ao pH
basico e ao pH neutro, permanecendo na ordem de 0,5. Por ser catidnico, 0 AM
em solucéo acida, interage melhor com as moléculas agquosas do que materiais
nao protonados (VILSINSKI et al., 2021).

Ao comparar ambos os polimeros, HPMC e CMC, esse ultimo demonstrou
significativa reducéo da agregacao do AM, em qualquer uma das concentracdes
avaliadas e em qualquer valor de pH, sendo o menor valor de raz&o D/M obtido
com 0,5% de CMC em pH &cido com equivaléncia estatistica a formulagéo
também acida de 0,25% de CMC, sendo ambos significativamente diferentes das
demais faixas de pH. Vilsinski et al. (2021) observaram que o meio acido leva a
maior liberacdo do AM do hidrogel formado por polimero anibnico, apés
comparacao de fluidos simulados em pH 1,2 e 6,8.

Nesse sentido, foi optada pela exclusdo das formulagbes com o polimero
nao-idnico HPMC e também da formulacdo com o polimero aniénico CMC na

menor concentracdo de 0,25%, uma vez que a formulagéo ficou mais fluida, tal
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como a férmula de HPMC 1% eliminada na fase anterior, cuja pouca consisténcia
pode ndo contribuir sobremaneira para a viscosidade almejada.

Nessa etapa, o meio &cido foi considerado mais adequado para
prosseguir com os experimentos, apesar de algumas publicacdes apontarem
que o meio basico proporciona maior rendimento quantico de producéo de 02
(BONNEAU et al., 1975; CHEN; CESARIO; RENTZEPIS, 2011) e melhor efeito
antimicrobiano (HUANG et al.,, 2019). Contudo, deve-se notar que a maior
eficiéncia de formacéo de 102 em pH alcalino relatada por Bonneau et al. (1975)
foi determinada para solucfes aeradas em saturacado e fortemente tamponadas,
0 que ndo se aplica nesta pesquisa. Foi descrito pelos pesquisadores que
solugcdes de AM na faixa de pH entre 5 e 6 fortemente tamponadas, apresentam
rendimento da producéo de 'Oz cerca de 4 a 5 vezes menor quando comparadas
ao pH béasico. J4 em solucdes ndo tamponadas ou fracamente tamponadas, a
extincdo das espécies ndo protonadas de AM pelo O2 € muito mais rapida do
que a taxa de protonacdo para quaisquer valores de pH superiores a 5 e,
portanto, o rendimento de !O: seria semelhante aquele obtido em pH 8
(BONNEAU et al., 1975).

Em termos de desenvolvimento farmacotécnico de formulacbes, o pH
acido é preferivel para elevar a estabilidade da preparacdo, reduzindo
possibilidades de degradacéo, especialmente por hidrélise (FERREIRA, 2002).
Segundo Luo et al. (2013), a acidez pode auxiliar a inativacdo bacteriana pela
inibicdo da sintese de proteinas intracelulares. E de acordo com Gusman et al.
(2018) o pH é&cido da solugéo de AM apresenta maior biocompatibilidade com o
tecido conjuntivo comparativamente ao pH neutro, favorecendo o reparo e a
regeneracao do tecido periodontal.

A formulagdo de CMC a 0,5% foi entdo preparada em meio &cido, com
SDS a 0,25% e demais adjuvantes para ser associada a trés diferentes
concentracbes de AM. Foi observada significativa diferenca estatistica na
formulacdo de maior concentragdo (AM a 0,010%) com incremento da
agregacéo na ordem de 0,62, o que talvez inviabilize o uso dessa porcentagem
de FS na formulacdo. Ja as duas menores concentracdes de AM (0,002% e
0,005%) apresentaram menor agregacao do FS, sem diferencas significantes
entre si. A elevacdo da concentracdo do AM em solvente de alta constante

dielétrica como a &gua favorece a dimerizacdo modificando a repulsdo
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eletrostatica entre os mondmeros (LEWIS et al., 1943). A medida que a
concentracdo do AM em solugdo aquosa aumenta, ha mudancas no
comprimento de onda maximo de absor¢ao, passando de = 660 nm para = 600
nm, relacionada a formacédo de dimeros que sdo mantidos unidos pela ligacao
hidrofébica que supera a repulséo eletrostatica entre dois cations do AM, levando
a agregacdo (BERGMANN; O’KONSKI, 1963).

A concentragdo de 0,005% de AM foi selecionada para avaliar a
incorporagdo em biofilme de C. albicans, resultando em maiores taxas para
aguelas veiculadas em agua em comparacao a formulacéo. Vilsinski et al. (2021)
afirmam que sdo baixos os teores de AM liberados dos hidrogéis em agua,
provavelmente devido a presenca do polimero que ao proporcionar maior
viscosidade a preparacdo favorece uma liberacdo modificada do FS
(VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010). A incorporacio é afetada pelo tipo e
namero de cargas do FS, grau de assimetria da estrutura molecular e grau de
lipofilicidade (BACELLAR et al., 2015). A quimissor¢cao desempenha um papel
essencial na liberacdo do AM do hidrogel composto por polimero, a depender da
capacidade de interacdo com a molécula do FS e de suportar maior contetdo
em sua estrutura, o que impede sua liberacdo devido significativas interacdes
entre eles (VILSINSKI et al., 2021). H4, ainda, uma dependéncia significativa
entre a densidade celular e a fotoinativacdo microbiana, implicando que héa
ligacdo ou interacdo das células com uma concentracdo limitada de algumas
espécies e que isso ocorre independentemente de o FS ser ou ndo lavado em
experimento realizado em suspensao. Esse efeito particularmente pronunciado
em C. albicans sugere que o responsavel pela morte dessas espécies é o 'O2
extracelular ou outras ROS (DEMIDOVA; HAMBLIN, 2005).

Em &gua, menores tempos de incubacdo resultaram em menor
incorporacao que pode ser justificado pelo sistema intrinseco de bomba de efluxo
como mecanismo de defesa do microrganismo, capaz de reconhecer as
moléculas de FS e afetar o transporte pela membrana (PRATES et al., 2011).
Esse mecanismo de resisténcia a diversas drogas é muito conhecido em relacao
a espécie C. albicans, favorecendo a eliminagéo do FS através do bombeamento
para fora das células e afetando a eficacia do tratamento (SILVA et al., 2017).

Foi relatado por Usacheva, Teichert e Biel (2003) que fenotiazinicos

catibnicos adsorvidos na superficie da membrana celular de bactérias gram-
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negativas formam dimeros ligados a biopolimeros anibnicos. Esta reacéo
caracteristica entre o polimero aniénico e FS catidnico resulta na formacéao de
um complexo evidenciado por modificagdo no espectro e na razao D/M, com
desenvolvimento de uma nova banda metacromatica com desvio hipsocrémico,
refletindo agregacédo ou empilhamento do FS ligado, sendo mais significativa a
interac&o para o azul de toluidina comparativamente ao AM in vitro (USACHEVA;
TEICHERT; BIEL, 2003). O emprego de FS catidnico ou o uso de agentes que
aumentam a permeabilidade na membrana externa de bactérias gram-negativas,
elevam a eficacia em eliminar tais organismos (HAMBLIN; HASAN, 2004).

No presente estudo, a incorporacdo em agua foi maior conforme tempo
de incubacdo mais longo de 30 e 60 min. O tempo de pré-irradiacdo de 30 min
foi considerado por Torres-Hurtado et al. (2019) mais efetivo para multiplas
aplicacoes de PDT em C. albicans. Por outro lado, em féormula ndo houve
influéncia dos tempos de pré-irradiacdo na incorporacdo de AM. Assim foram
prosseguidos os testes de viabilidade empregando 5 min de pré-irradiacédo, que
foi 0 menor tempo avaliado. Collina et al. (2018, 2020) também observaram que
aumentar o tempo de pré-irradiacdo ndo modifica a resposta de aPDT ao utilizar
solucédo aguosa de AM com SDS para esse mesmo microrganismo. O emprego
desse tempo também foi considerado ideal tendo em vista o propdsito de
posteriormente estabelecer um protocolo para a clinica, na qual maiores
periodos podem inviabilizar a adeséo ao procedimento.

Nos experimentos de Vviabilidade foram alcancados resultados
equivalentes entre formulacdo e preparacdo aquosa, demonstrando ndo haver
impacto da menor incorporacdo na presenca do polimero para efeito
antimicrobiano na viabilidade, sendo similar a agao entre férmula e solucéo, além
do que na formulagdo tem o ganho na aplicabilidade devido a maior viscosidade.
George e Kishen (2007) também observaram maior incorporacdo de AM
veiculado em apenas agua com menor taxa de morte celular associada,
considerando que formulacdes diversas podem promover ligagdo do AM em
diferentes locais, podendo resultar em elevagao da concentracdo do FS no local
com dimerizagao e consequente redugao de morte celular, associada a menor
rendimento quantico do 'O.. Essa alteracdo de agregacdo do AM ocorre na
mitocondria formando dimeros que dependem tanto da concentracdo do FS

como da propria organela, além do potencial de membrana que determina a
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maneira que o AM se liga a mitocondria (GABRIELLI et al., 2007). Alguns
estudos apontam que os mecanismos do Tipo I, mesmo com menor rendimento
quantico de !O2, apresentam maior eficiéncia em inativacédo fotodinamica de
bactérias, concluindo que os radicais de Oz foram 0s principais responsaveis
pela toxicidade dos FS examinados, devido a estrutura quimica do conjugado e
a geracdo do radical hidroxila (HAMBLIN; HASAN, 2004). A guantidade de 'O2
necesséria para inativar uma célula de C. albicans € muito maior do que aquela
necessaria para o provocar o mesmo efeito em uma célula bacteriana devido a
grande diferenca de tamanho entre elas (DEMIDOVA; HAMBLIN, 2005).

A profundidade de penetracao da luz, as caracteristicas da cepa e do meio
biolégico a ser tratado séo fatores que influenciam o efeito antifiingico do FS
empregado na PDT, sendo o tempo de incubacg&o fundamental para determinar
a incorporacéo do FS nas estruturas celulares do microrganismo (LYON et al.,
2011) como, por exemplo, em mitocondrias como confirmado por Lam et al.
(2011) em experimento com C. albicans planctonica. A interagdo do AM com as
mitocondrias leva a danos citotoxicos (GABRIELLI et al., 2007) estando
relacionada a geracdo de 'O2 (SEVERINO et al., 2003).

A formulacdo selecionada para prosseguir com 0s proximos testes
poderia ser somente essa de concentracao 0,005% de AM, no entanto, foi optado
por testar a viabilidade em biofilme dessa concentracao paralelamente a 0,010%
de AM, uma vez que comercialmente existem produtos industrializados
compostos pelo AM em agua, com os nhomes Chimiolux Gel 5 e Chimiolux Gel
10 (DMC Importacéo e Exportacédo de Equipamentos Ltda.), ambos registrados
na ANVISA sob o n® 80030810168 com o nome técnico de evidenciador de
placas na categoria de produtos para saude. Importante mencionar que,
diferentemente da formulagédo desenvolvida, tais produtos industrializados néo
apresentam SDS em suas composic¢oes.

Na avaliagéo in vitro de viabilidade em biofilme de C. albicans a formula
base, sem AM (F_@) apresentou reducéo de 0,39 Log UFC/mL em relacdo ao
controle somente no experimento de 54 min de irradiagdo direta, o que
demonstra auséncia de citotoxidade da formulacdo base desenvolvida. Esse
pequeno efeito de reducdo nas UFC/mL pode ser atribuido a presenca do SDS
na formulacdo que vem demonstrando em trabalhos anteriores do grupo reducao

aproximada de apenas 1 Log UFC/mL comparativamente ao controle em agua
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quando empregada exposi¢do radiante de 60,4 J/cm? e irradiancia de 26,1
mW/cm? em suspensdo de C. albicans (GONCALVES et al., 2023) ou em
biofilme do mesmo microrganismo em fase de aderéncia utilizando mesmo
parametro de exposicdo radiante, porém por maior tempo alcancando a
irradiancia de 37,3 mW/cm? (MACHADO et al., 2023). A associagdo do SDS ao
AM promove efeito antimicrobiano superior ao AM veiculado em agua sem o
surfactante (COLLINA et al., 2022), sendo alcangada inativagdo de C. albicans
com parametros de irradiancia a 26,1 mW/cm? e exposicéo radiante de 44 J/cm?
em experimento realizado em suspensdo (GONCALVES et al., 2023).

A formulacéo contendo 0,005% de AM foi a Gnica amostra analisada que
demonstrou reducdo de UFC/mL significativa segundo a andlise estatistica no
teste de viabilidade em biofilme com crescimento de 24h, porém o efeito foi
pequeno com somente 0,2 Log UFC/mL de reducéo. Observacao semelhante foi
constatada por Machado et al. (2023) em amostras aquosas de diversos FS,
incluindo AM, avaliadas em biofilme em fase de maturacéo, tanto na presenca
como na auséncia de SDS.

Ja narealizacdo dos ensaios em biofilmes em fase de dispersdo optou-se
por realizar duplo tratamento de aPDT, visto que melhores efeitos
antimicrobianos foram verificados em trabalhos anteriores do grupo utilizando
este protocolo (MACHADO et al., 2023). Neste protocolo de duplo tratamento foi
obtido efeito antimicrobiano de aproximadamente 4 Log de reducdo nas UFC/mL
porém, todas as amostras contendo AM apresentaram efeito similar,
independente da veiculagdo. Em experimentos de dupla aplicacdo de PDT in
vitro, Nunes et al. (2023) obtiveram taxa de inibicao de 99,991% de proliferacéao
de C. albicans. O duplo tratamento nédo foi aplicado em biofilmes maduros nesta
pesquisa, uma vez que trabalhos anteriores do grupo ja constataram que nao foi
observada inativacdo do microrganismo nesse estagio (MACHADO et al., 2023).

Aplicagdes sucessivas de aPDT leva ao aumento da produgéao de ROS,
provavelmente, devido ao acumulo de metabdlitos intracelulares que acentuam
0 estresse oxidativo sofrido pela célula fungica levando a uma reducdo de
UFC/mL (DIAS et al.,, 2023). Com o emprego de sucessivas irradiacbes €&
possivel reduzir a densidade de energia luminosa e a quantidade de AM para
inativar C. albicans (TORRES-HURTADO et al., 2019). O esquema de duas

aplicacOes sucessivas de PDT é preferivel uma vez que a elevacao da irradiancia
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pode levar ao fotobranqueamento, diminuindo a eficacia antimicrobiana devido
fotodegradacdo (MACHADO et al., 2023). Os espectros desta pesquisa nao
apontaram uma definicdo adequada da banda para quantificar a forma reduzida
do AM, denominada leuco-AM, que € incolor e apresenta comprimento de onda
de absorcdo maxima em torno de 256 nm em solucédo aquosa (IMPERT et al.,
2003; LEE; MILLS, 2003) e 257 nm quando acidificada (MILLS; WANG, 1999),
entretanto indica ser mais um fator interessante a ser examinado e que justifica
a dupla aplicagdo com troca do FS.

Neste sentido, os dados obtidos corroboram com estes principios visto
que a aplicacdo uUnica de 54 min de irradiacdo culminou em um efeito
antimicrobiano de apenas 1 Log de reducdo nas UFC/mL, enquanto o duplo
tratamento apresentou efeito antimicrobiano de 4 Log UFC/mL. A maior eficacia
de inativacdo de UFC/mL esta no dano incremental proporcionado as células a
cada etapa de irradiacdo, uma vez que ha primeira exposicdo a luz a célula pode
sofrer poucos danos, e com mais uma ou duas irradiacdes sera promovido maior
dano impossibilitando mecanismos de auto-reparo (MELENDEZ-CELIS et al.,
2021; TORRES-HURTADO et al., 2019). A matriz extracelular de células
fungicas com 48h de crescimento parece ser o primeiro alvo da aPDT
(BAPTISTA et al., 2017).

Tal como afirmado por Machado et al. (2023) mantemos a hipétese que o
duplo tratamento potencializou o efeito da aPDT na fase de dispersao do biofilme
de C. albicans partindo da possibilidade da aplicacéo inicial ser capaz de
sensibilizar o biofilme e provocar um leve rompimento da matriz extracelular com
inativacao de células dispersas de levedura e, com a segunda aplicacdo da PDT,
alcancar uma penetragdo mais profunda do AM na célula, levando a um efeito
antimicrobiano mais eficaz. Considerando ainda, que a aplicacdo na cavidade
oral ir4 resultar na mistura do produto com saliva levando a diluicdo do FS e
consequente reducao do efeito da PDT, a dupla aplicacdo pode aumentar a acao
antimicrobiana na pratica clinica. Vale ressaltar a necessidade de explorar
dosimetrias mais adequadas que viabilizem a futura aplicabilidade clinica e
aderéncia ao tratamento pelo paciente, com menor tempo de irradiagédo e maior
irradiancia, controlando, no entanto, o fotobranqueamento.

Apesar da maior incorporacdo apresentada pelas preparacfes aquosas

sem a presenca do polimero CMC, as amostras veiculadas na formulagéo
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apresentaram significativos resultados no ensaio de viabilidade, sem prejuizo da
acdo antimicrobiana, culminando em ganho clinico pela elevacdo da
viscosidade. Estes resultados sugerem que a presenca do polimero pode
retardar a liberagédo do FS ao meio contendo as células, no entanto essa menor
quantidade incorporada foi capaz de manter uma bioadesao e proporcionar uma
maior interacdo provocando inativacao celular com reducdo de até 4,26 Log
UFC/mL para a concentracao de 0,005% de AM veiculado em férmula e aplicado
em dois tratamentos sucessivos. O AM ¢é atraido pela carga negativa das
mitocondrias, principal local de acdo do fenotiazinico catidénico, cuja dimerizacdo
€ induzida no interior da organela e dependendo do potencial de membrana
mitocondrial (SEVERINO et al., 2003).

Quanto a estabilidade da formulacéo desenvolvida, considera-se seguro
o prazo de 12 meses. Ao analisar detalhadamente os dados de razdao D/M
apresentados na Tabela 7, nota-se que as medidas obtidas sdo muito proximas,
sem variacdo de valores entre as triplicatas avaliadas nos tempos iniciais, de
forma que houve diferenca significante em relacéo ao tempo final que apresentou
pequenas variagcdes numéricas entre as triplicatas, com valores muito préximos,
0 que na pratica pode nao ser tao relevante para comprometer a estabilidade da
formulacdo. Os demais atributos avaliados mantiveram-se estaveis ao longo de
1 ano para as caracteristicas organolépticas, pH e quantificacdo do AM em
comprimento de onda de 663 nm. Estudos complementares devem ser
realizados para estabelecer outros critérios de estabilidade, considerando que o
aumento da agregacdo do AM a partir de 6 meses pode vir a influenciar
negativamente o resultado da aPDT.

Ademais, pesquisas futuras podem ser sugeridas a partir desse trabalho
a fim de investigar a liberacdo do AM da formulacdo desenvolvida com polimero,
analisar se ha um limite da quantidade liberada e sua influéncia na entrega em
possiveis diferentes alvos celulares no microrganismo, encontrar a dosimetria
adequada para clinica avaliando fotobranqueamento e formacéao de leuco-AM
durante a irradiagéo e incorporagéo, bem como avaliar a aPDT com a formulacéo
associada a inibidores da bomba de efluxo e ainda, combinada a tratamentos
convencionais, tais como hipoclorito ou fluconazol, com o intuito de ampliar a

compreensao em torno deste assunto e favorecer a eficiéncia antimicrobiana.
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6 CONCLUSAO

Foram definidas as farmacotécnicas de preparo das formulacdes
odontologicas com AM e adjuvantes farmacotécnicos contendo o polimero néo-
ibnico HPMC ou o polimero aniénico CMC.

A razdo D/M do AM veiculado em formulacdo sem SDS apresenta menor
agregacdo conforme é aumentada a concentracdo dos polimeros HPMC ou
CMC. A avaliacdo das propriedades de agregacdo do AM nas diferentes
preparacdes formuladas indicou menores valores de razdo D/M para as
formulacdes veiculadas na presenca do tensoativo SDS.

As propriedades de viscosidade e densidade das formulacbes foram
definidas e as formulas selecionadas foram submetidas aos ajustes de pH para
avaliacdo das propriedades de agregacdo do AM em meio &cido, neutro e
alcalino.

Ao comparar os polimeros nao-iénico e aniénico em cada um dos pH
contemplados, foi observada significativa reducdo da agregacdo do AM com as
formulacbes de CMC, mais precisamente em pH &cido, sendo definida a
concentragdo de 0,5% desse polimero a ser formulada em pH 5,0 para
prosseguir com 0s préximos ensaios.

A avaliacdo da agregacao das formulacées em diferentes concentracoes
do FS demonstrou que 0,010% de AM apresenta elevada razao D/M, enquanto
as concentragbes 0,002% e 0,005% favorecem uma menor agregacdo, sem
diferencas estatisticas entre si.

A formulagao contendo 0,005% de AM apresentou menor porcentagem
de incorporacdo em biofilme de 24h de Candida albicans em relagdo a solugéao
aguosa de mesma concentracdo do FS em qualquer periodo de incubacédo
avaliado.

A viabilidade em biofilme maduro de C. albicans com 24h de crescimento
apos aPDT a 660 nm, 37,3 mW/cm?, 60,4 J/cm? durante 27 min de iluminacdo
demonstrou pequena reducao (0,22 Log UFC/mL) apenas para formula contendo
0,005% de AM em relagéo ao controle.

Em biofilme de C. albicans em dispersao, de 48h de crescimento a aPDT
a 660 nm, 37,3 mW/cm?, 120,8 J/cm? durante 54 min demonstrou maior eficacia

obtendo significativa reducéo para todos os grupos contendo FS veiculado em
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agua ou formulacdo nas concentracdes de 0,005% ou 0,010% de AM. A
irradiacdo direta de 54 min apesar de apresentar reducdo média de 0,88 Log
UFC/mL, tal valor ndo foi suficiente para obter inativagao celular. O melhor
desempenho antimicrobiano, foi alcangado com a aplicagcéo de duplo tratamento
de 27 minutos de irradiacdo cada, atingindo reducdo média maxima de 4,26 Log
para o0 AM 0,005% veiculado na formulacdo desenvolvida, sem diferenca
significante entre os grupos contendo FS, com redugdo meédia entre eles de 3,81
Log UFC/mL.

A incorporacédo do AM parece néo influenciar a eficacia da aPDT, vide que
AM em 4gua apresenta maior incorporacdo do que veiculado em formula, mas a
acdo antimicrobiana foi similar. Nao se sabe exatamente se outros fatores
vinculados a presenca do polimero podem favorecer a interacdo com a célula.

A relacéo D/M ligeiramente maior na formulacdo que em solug¢do aquosa
com SDS também nao impactou o resultado de viabilidade obtendo significativa
reducdo do numero de células e proporcionando um produto mais viscoso, com
maior capacidade de bioadesdo, porém ainda fluido, favorecendo a aplicacdo
clinica facilitada e a manutencédo no local, sem escorrer.

A estabilidade fisico-quimica da formulacdo foi estabelecida com um
prazo de seguranca de 12 meses.

Estudos adicionais devem ser continuados visando o aperfeicoamento da

formulacédo para que alcance melhor desempenho para aPDT clinica.
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ANEXO C - Graficos de deconvolucéo: polimeros HPMC e CMC
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

Antimicroblal photodynamic therapy (aPDT)
Photodynamic antimicrabial chemotherapy
(PACT)

3D arganization

Background: Methylene blue (MB)-mediated photodynamic inactivation (PDI) has shown good results in killing
Candida pp. Although MB solutions are ly used, new latjons have been designed to improve PDL
However, chemical substances in the formulation may interfere with the PDI outcome. In this sense, different
methodologies shoukd be used to evaluate PDI in vitro, Herein, we report different met hodologies to evaluate the
effects of PDI with an oral formulation (OF) containing 0.005% MB on Candida albbicans biofilm. Methods
Biofilms were treated using the MB-OF, with 5 min pre-irradiation time and exposure to a 640 nm LED device
(4.7 J/em®). PDI was evaluated by the XTT reduction test, counting the colony forming units (CFU), a fila-
mentation asay, crystal violet (CV) staining, and scanning electronic microscopy (SEM). Results: PDI was able to
reduce around 1.5 logyo CFU/mL, even though no significant differences were noted in metabalic activity in
comparison to the control immediately after PDL. A significant decrease in yeast to hyphae transition was
observed after PDI1, while the biofilm exhibited flattened cells and a reduced number of yeasts in SEM. The CV
assay showed Increased biomass. Conclusion: MB-OF-mediated PDI was effective In C. albiains blofilms, as it
significantly red uced the CFU/mL and the vinulence of surviving cells. The CV data were inconclusive, since the
OF components interacted with the CV, making the data useless. Taken together, our data suggest that the as-
sociation of different methods allows complementary responses to assess how PDI mediated by a formulation
impacts biofilms.

1. Introduction

Candidiasis is an opportunistic fungal infection that is considered to
be the most common in humans. Recently, Candida ssp infections have
grown worldwide due to the increased misuse of antifungals, associated
with the higher use of medical devices, such as heart valves, vascular
bypass, dental implants, and catheters, where biofilms can establish [ 1].
The organized biofilm structure facilitates the persistence of coloniza-
tion, dissemination, and invasion of the yeast. Indeed, the biofilm also
protects the pathogen from the i system of the host and enables
the yeast to tolerate a high concentration of antimicrobial agents [1,2].
The treatment of Candida infections is a significant unsolved clinical
problem worldwide, firstly due to the antifungal toxicity, especially to
patients presenting other conditions (such as HIV) and also due to the

emergency of drug-resistant strains, such as Candida auns [2,3]. New
antifungal therapies are required to meet the great clinical challenge
posed by Candida diseases [4-8].

Photodynamic inactivation (PDI) has been reported as an innovative
approach for the reduction of Candida yeasts [ 9-15]. It involves the use
of alight source, a photosensitive drug, and oxygen to generate reactive
oxygen species and kill microbial cells by oxidative stress | 16). A pivotal
difference between PDI and most antifungal agents is that the devel-
opment of resistance to PDIby microorganisms is considered anunlikely
event, since PDI is considered a typical multi-target process, Different
photasensitizers, light dosimetry, and ph itizer formulations have
been widely investigated [12,13,17-20], Drug delivery systems such as

particles, lip , pe ion enhancers, and other formula-
tions have gained attention in recent years [ 21- 23],
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In this regard, the lilerature presents different methodologies o
evaluate the antimicrobial effects on Candida biofilms in vire, which are
based upon optical density assays, such as XTT (2-methoxy-4-nitro-5
siilfophenyl-5 phenylalani ne-cathony l-2H-tetrazolium  hydraxide) [24,
25], dry weight by crystal violet (CV) staining for biomass [25],
counting the number of colony forming units (CFU) per ml, fila-
mentation assay |26, microscopies such as fluorescence microscopy
[27], and scanning electron microscopy (SEM) [25,25]. Each method
provides specific information and carres lis own strengths and
weaknesses,

Monetheless, singly these methods may provide incomplete infor-
mation, depending upan the time paint evaluated after PDI, as well as
the possibility of interaction of the photosensitizer or formulation
companents to the assay. Indeed, it is not clear whether wsing drug de-
livery systems/formulations may affect the results obtained by the
classical methods. In this wark, we used different assays 1o evaluate the
PDIaction of anoral formulation containing methy lene blue (MB-OF) on
biofilms of Condida albicans [15]. We almed to show how the data ob-
tained by different methods complements each other and highlight some
drawhacks of the methods that may confuse the interpretation of the PDI
outeome,

2. Material and methods
2.1. Suspension preparation

Candido albicans yeast (ATCC 10,231) was grown for 48 hat 37°Con
Sabouraud dextrose agar (Kasvi, Curitiba, Brazil). The yeast was
collected and transferred to a test tube containing MIIN-Q water, After
the prepacation of the water suspension, the number of cells were
counted using a Neuhaver chamber and the suspension diluted to reach
3.0 % 107 cells/ml. of C albicans [13].

2.2, Biafilm growth

Forty-elght-well plates (Sarstedt, Numbrecht, Germany) were
treated with 200 pLowell af fetal bovine serim (FBS) (Vitrocel, Sao
Paulo, Brazil) for 24 h at room temperature. The FBS was removed, and
100 pL of the yeast suspension (3.0 = 107 cells/mL, prepared as
desed bed previously, were added to the wells, along with 300 pL of the
Sabouraud dextrose broth medium (Kasvi, Curitiba, Brazil). The plates
were Incubated for 48 h at 37 °C for blofilm formation, Then, the su-
pernatant was discarded, and the biofilm was washed with phosphate
buffer saline (PBS) at pH 7.2 (137 mM NaCl, 27 mM KCl, 8.1 mM
NagHPOy, and 1.47 mM KHzPOy; the zalts were purchased from Synth
(Diadema, Brazil]) [15]. The biofilm was then submitted to PDI, ac-
cording to the parameters described below, followed by the different
methods of analysis,

2.3, Experimental conditions

After blofilm formation, samples were exposed to PDI using methy-
lene blue (MB) 0.005% delivered in an oral formulaton (MB-OF), This
formulation, which is under patent (BR1020170253902), was devel-
aped to control MB aggregation [12,15] due to the presence of sodium
dodecyl sulfate (SDS) 0.25% and has been shown to improve POI effi-
cacy [ 12,13, The MB-OF was prepared by diluting a 1 mg/mL water MB
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) stock soluton in OF to reach the
desired concentration (0L005%). A physiological solution of NaCl 0.9%
was used as a control (CT), and an OF without MB was also used for
comparison.

The biofilms were exposed o the conditions presented above, A pre-
irradiation time of 5 min was set, to allow MB uptake by the biofilm,
followed by a red lght-emitting diode (LED) irradiation of 30 min
(Condulai, Sho Paulo, Brazil) with emission at 640 = 125 nm and 2.6
mW,/em?, positioned exactly above the plate (radiant exposure of 4.7 J/
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em?), This protocol was based upon a previous study of the group [15],
After irradiation, the following assays were performed, as described
below: XTT reduction test, CFU/mL, filamentation assay, CV staining,
and SEM. All the experiments were performed bath in the dark and
iradiated.

2.4. Analysis of biofilm by XTT

The biofilms were subjected to XTT assay. A 1 mg/mL XTT solution
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, USAT was prepared In PBS, filtered with a
0.2 pm membrane, and stored at ~70 *C. A 200 mM glucose (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, USA) solution was prepared in PBS. A water
menadione solution (0.4 mM; Sigma-Aldrich, Saint Louls, USA) was
prepared immediately before the experiment. The XTT solution was
thawed on ice before the experiment. Then, a mixture of these solutions
was prepared at a proportion of 79 glueose: 20 XTT: 1 menadione v/v,

The biofilms were washed immediately after MB-OF mediated PDL
The contml biofilms (CT and OF) were equally managed. One plate
recelved Sabourand dextrose brath medium and was incubated for 24 h
at 37 °C before submission to the XTT assay, The other plate was
immediately evaluated by XTT assay. The wells received the glucose/
XTT/menadione solution, and the plates were incubated in the dark for
3 h at 37 “C. After incubation, 150 pL. of the solution was transferred to a
96-well plate, and the optical density of the solution was measured using
a micmoplate reader (SpectraMax - Molecular Devices, San José, USA) at
492 nm [ 24]. Three independent experiments were performed, each of
which was carrled out in triplicate,

2.5. Analysis of biofilm by counting CFU/mL

Immediately after the end of the treatment, the wells were washed
with PBS, receiving 0.2 mL of PBS. The biofilm was disrupted by mul-
tiple pipetting and vortexing for 1 min. Then, an aliquot of 20 pl. of each
sample was diluted (10 10 10 ), Anal lquot of 20 pl of each dilution
was seeded in lines into Petri dishes containing Sabouraud dextrose
agar, which were incubated at 37 °C for 24 h [13,29], After incubation,
the CFU/mL values were determined, For statistical analysis and com-
parison between groups, the CFU/mL data were converted to the linear
scale. Three independents experiments were performed, each of which
was carried out in triplicate.

2.6. Analysis of biofilm by filimentation assay

The filamentation assay was performed following a methodology
described previously [26]. After treatment and CFU/mL count, colonies
of C. abicans were incubated at 37 “C in Faleon tubes with 10 mL of
Sabourand dextrose broth medium for 24 h, These tubes were then
centrifuged (1300 x g 10 min) once, and the number of C. albicans was
standardized in a Neubauer chamber,

The C. albicans suspension (107 cells/mL) was mixed with 1 mL of
distilled water with 10% FBS in a 24-well plate (Sarstedt, Niimbrecht,
Germany), The plate was incubated at 37 °C for filamentation, After 24 h
of incubation, 50 pL from the inoculum of each well were transferred 1o
glass slides previously demarcated in 10 similar areas on the back of the
slide. In each area, a randomly chosen microscopic feld was observed
under a light microscope Nikon Eclipse E200 (Tokyo, Japan) at 40x
magnification and analyzed regarding C. abicans hyphae morphology.
The following scores were attrdbuted o the number of hyphae present in
each microscopic field: O, no hyphae; 1, 1-10 hyphae; 2, 11-20 hyphae;
3, 21-30 hyphae; 4, 31-40 hyphae; and 5, more than 41 hyphae. Two
independent experiments were performed. Corsidering all the in-
cubations carried out during this method, the filamentation analysis was
performed 72 h after PDL
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2.7. Analyss of bigfilm by CV saining assay

Crystal violet (Synmh, Diadema, Brazl) staining was used to evaluate
the total biomass, Immediately after PDI, the biofilm was gentl y washed
with PBS, fixed in methanal for 20 min, and dried in air for 30 min, The
samples were then stained for 15 min with 0,05% CV, and the CV so-
lution was then removed and the samples gently washed in water.
Finally, ethanol was used to dissolve the bound CV for 30 min, and the
absorbance was measured wsing a microplate reader (SpectrabMax -
Maolecular Devices, San José, USA) using a 492 nm filter. The data are
presented as a percentage of the control (% CT), calculated by Agm.
e 100/ A,

28, Analysis of biofiln by SEM

Based upon the methodologies previously applied, acrylic resin discs
of 11 mm diameter with a pin (Classico, Sao Paulo, Brazil) were used as
substrates for growing the biofilm [30]. Each substrate received two
layers of nail polish (Risqué, Sao Paulo, Brazil), in the pin and base,
These discs were placed in 24-well plates for biofilm formation, as
previowely reported, Immediately after PDI, the discs were fixed with 1
mL ol gliutaraldehyde at 2.5% for 1 h and then dehydrated with several
ethanol washes (10%, 25%, 50%, 75%, and 90% for 20 min, and 1008
for 1 h), The samples were then incubated at 37 °C for 24 h to dry the
discs, No further sample preparation was needed. The biofilms were
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examined and photographed by low-vacuum scanning electronie mi-
croscopy (SEM, TableTop Microscope, TM30040, Hitashi, Tokyo, Japan),
aperating at 15 KV, in increments of 1000 and 5000 times [51], Ex-
periments were performed in triplicate on two different days.

2.9. Swtisical analyss

The statistical analysis was performed using Microcal Origin soft-
ware, and the Kolmogorov-Smirnov test was employed to evaluate data
normality, For log CFU/mL and the CV assay, the gaussian data were
compared by One-Way ANOVA followed by the Tukey post-hoe test; far
XTT analysis, the gaussian data were analyzed by Two-Way Repeated
measures ANOVA, followed by the Tukey post-hoc test, In the casze of the
filamentation test, the Kruskal-Wallis test was used for comparison of
the non-parametric data, followed by the Mann-Whitney test. Differ-
ences hetween groups with p<0.05 were considered statistically
significant.

3. Results

The results showed that MB-OF mediated PDI on C allicans biofilm
was able to reduce around 1.5 logyg of CFU/mL, while no effect was
observed in the OF group compared to the CT group (Fig. 1a). No effects
were observed In the dark controls {data not shown),

Although PDI significantly reduced the mitochondrial metabalic
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Fig. 1. Biofilm analysis after FOL treatment, Cells were treated with physiological sohition (NaQ 0.9%) - CT (control) group; OF (oral formulation without MBE); MB-
OF (0.005% MB in oral formulation). &) CFU/mL count of C alhicans grown on Sabouraud agar. b) Evaluation of mitechondrial activity by XTT assay, immediately
after PO W) and 24 b after PDL ¢) Hyphae count in flamented samples 72 h pest-PDL d) Crystal vielet staining for biomas analysis, immediately afer PDL Groups

sharing the same letters present no statistically significant differences.
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activity immediately after light exposure (0 h) compared to the OF
group, no statistically significant differences were noted between the
MB-OF and CT groups (Flg. 1), However, 24 h afier PDI, metabalic
activity increased substantially in the MB-OF group, to around three
times,

MB-OF-mediated PDI caused a significant reduction in yeast to hy-
phae transition, 72 h after irradiation (Fig. 1), This finding suggests that
PN can prevent hyphae formation, thus reducing the virulence factors
and Infection ability.

The biofilms treated with OF and MB-OF immediately after PDI
exhibited an increase in total biomass, This was a surprisingly result in
comparizon to others found here, since colony forming and hyphae
numbers were reduced.

SEM was used to evaluate the biofilm architecture and cellular
maorphalogy, asdisplayed in Fig, 2. Our results showed that the CT group
presented a pronounced number of hyphae, pseudohyphae, and yeasis
with round morphology - the blastospares (Fig. 2A) In the OF (Fig. 2B)
and MB-OF (Fig. 2C) groups, the hiofilm exhibited fattened cells and a
drastically reduced number of yeasts, which were smaller in the MB-OF

group.
4. Discussion

Different methodologies can be designed to evaluate the antimicro-
bial action of pharmaceuticals on biofilms [ 5], Thus, assessing a new
photosensitzer, formulation, and/or drug delivery system for PDI may
be a challenge. In this work, we used a range of assays to verify the PDI
Impact of an oral formulation containing MB, We noticed that meth-
odalogies may complement each other, and also that formulation sub-
stances may interfere with the results,

Here, we submitted C allicans biofilm to MB-OF-mediated PDI, We
uged an OF with MB as the active compotind, and SDS as a surfactant to
reduce MB aggregation [12,13,32]. For this, the PDI group (0.005%
MB-OF]) was compared to elther OF without photosensitizer ar to CT
with saline solution, The improvement of MB aggregation, promoted by
its association to SD8 in the OF, has been shown to be an effective
alternative to potentiate PDI efficacy in vitro in planktonie & albicans
cultures [12], However, the effects on biofilm needed further
investigation.

The CFU/mL assay is the most widely used methodology to analyze
the effect of antifungal strategies [25]. This technique allows the
quantification of all viable cells, including the low metabaolism ones, and
excluding dead cells and debris [33]. However, CFU may have
sub-counts in its quanti fication [ 34,35]. Indeed, the biofilm needs to be
disorganized before dilutions, and the non-homogeneous dismiption of
biofilm, together with the serial dilutions, can bring strong variability to
the data. Additionally, due to the method itself, sample collection occurs
Immediately afier PR, but the data may only be analyzed 24 h later, due
to the time needed for colony growth, Using the CFU method, we could
nate that MB-OF was effective in reducing the viable cells of the biofilm
immediately after PDL
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SEM was used to visualize the structure of the biofilm, to address
possible morphological changes in the cells and the biofilm structure
before and after treatment. However, this method mostly involves
qualitative analysis, Indeed, we observed flattened and languished cells
immediately following PDI, which corroborates the cell killing provided
by PIM {around 95%), We also noticed surviving cells, which could
regrow 1o keep the biolfim strueture.

XTT data, collected at two different time points, confirmed this hy-
pothesis, We observed no differences in cell metabolic activity imme-
diately after PDI compared to the contral, but increased metabaolic
activity was noted 24 h after PDI. These findings suggest that the sur-
viving cells could be persister cells, whaose behavior is not fully under-
stood, even though their presence is associated with a biphasic killing of
the yeast [ 3], Indeed, yeast cells respond to stress, showing metabolic
changes, and itis known that PDI action promaotes pronounced oxidative
Slress,

Although the literature indicates that the XTT assay correlates with
CFU/mL resulis [37,58], our study did not reproduce this finding, Our
data matched that reported by Zago and collaborators, who suggested
that CFU/mL and XTT analyses are complementary [35]. Furthermare,
it Is impartant to keep in mind the time point evaluated, Indeed, we
ohserved the immediate effect of PDI by XTT, as well as the cell behavior
after the strong oxldative stress promoted by PDI Besides, both tech-
nigques, CFU/mL and XTT, could be used to evaluate the adherence in-
hibition, biofilm development inhibition, or biofilm disruption,
depending on the PDI application during the time course af the biofilm
formation (adherence — first 90 min, maturation - first 24 h, or mature
biafilm - after 24 h) [39],

Bapat and colleagues suggested that the evaluation of XTT metabalic
activity in PDI studies can show strang interference in optical density
measurements since the photosensitizers absorb visible light [39]. This
is completely relevant when evaluating PRI However, In our study, the
photosensitizer solution was removed before incubation in XTT; in this
way, the effect was minimized. Besides, XTT absorption was measured at
492 nm, while MB absorbs light at higher wavelengths.

On the hand, data from the CV assay was strongly influenced by the
OF. This assay is based on the detachment of adherent cells from the cell
culture plates during cell death, with CV staining the remaining attached
live cells, Our data showed an increased biomass immediately after PDI
in both OF and MB-OF. This data was surprising, since other data
showed a reduction in viable cells (CFU/mL) and alsoa reduced number
of yeasts in the biofilm structure (SEM). Some hy potheses were raised
regarding this result, First, the SDS contained at the OF interacted with
CV, affecting the spectroscopic features, It has been shown previously
that CV and SDS interact by forming ion-pairs, while CV is incorporated
into the micellar surface at higher SD8 concentrations [40], These in-
teractions affec the CV absorption spectra and molar absortivities, thus
affecting the measurement. Second, since CV binds to negatively
charged malecules, the SDS present at the OF could interact in some
way, to the cell wall ar extracellular matrix, and attract CV malecules to
bind, increasing the total amount of bound CV, wi thout a real increase in
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blomass, SDS is known to bind to proteins [41], thus reinforcing this
hypothesis,

Filamentation is an important assay, since it allows identification of
the ability o form by phae, correlating it with virulence [33,4243], This
is because the hyphae have a morphology that favors tissue penetration
and the formation of a mature biafilm [26,44,45], In addition, this
maorphology avoids the mechanism of death by host phagocytic cells.
Phagocytosis induces the transition from yeast to hyphae, in which the
cell can perforate the macrophage membrane, After lysis and death of
the macrophages, C. albicans can evade the host's immune defenses [ 26,
44461, Our data showed that MB-OF mediated PDI was able to reduce
virulence due to the smaller capacity of hyphae formation. This redue-
tion was observed by filameniation assay but not in the SEM images.
However, it is noteworthy that the hyphae were already present in the
blofilm strueture submitted to PDI in the SEM images, while yeasts were
induced to hyphae transition in the flamentation assay.

This work highlights the impartance of using different methodaolo-
gles to assess the PDI. Furthermaore, the use of formulatons, nano-
particles, liposomes, and other drug delivery systems increases the
complexity of the technique and can bring unexpected results, Tt is
essentlal to gather data from various methodologies and also from
different moments to obtain a complete understanding and to advance
the use of PRI in mainstream medicine,

5 Conclusion

Understanding the therapeutic potential of new photosensitizers
and/or formulations/drug delivery systems for PDI is challenging,
Various methods are known; however, isolated assays may not bring
conclusive information due to the possibility of an interaction between
the photesensitizer or formulation components and the assay. The
evaluated time point is also essential, In this study, we noticed that MB-
OF-mediated PRI significantly reduced CFU/mL and decreased wviru-
lence, even though the sirviving yeast cells presented higher mito-
chondrial metabolic activity after 24 h, in an attempt to regrow biofilm,
This could be indicative of the need for exira and/or multiple applica-
tions of this therapy. In contrast, CV data were inconclusive, since the
SDS present in the OF interacted with CV, making the data useless,
Taken together, our data suggest that the assocaton of different
methods allows complementary responses to the assessment of the
impact of PDI on biofilms.

Declarations of interest

None
Funding

The authors thank the Sio Paulo Research Foundation (FAPESF) for
the finanedial support of this research (Grant Kumbers 2016,/03037-0);
CP thanks CNPq for the Research Fellowship (311737/2017-0 and
304829/2020-0); FF thanks CNPq For the Fellowship (152611,/2018-5),

References

[1) & Xu, K. Wang, D. Min, T. Sateyame, H. Lan, W. Hong, F. Peng, X Fu, G. Peng,
T. Huang, J. Liu, BV, Kjellerup, Regulstory network contrals microbial biofilm
development, with Candila albicans & & representstive: from sdhesion 1o
dlispersal, Bioengineered 13 (2022) 253-267. hups //dolarg/ 100 1080,/21
ARSUTA N2 1 G747,

[2)] T. Mriwal, K. Azeem, M. Husain, A Hussain, MUN. Khan, MLF. Alajmi, M. Abid,

Miechanistic Understanding of Candida albicans Biafi im Formation and Approsches

dor lis Inhibiton, Froni. Microbiol 12 (210, 638608, higs - dabarg/ 1033589

fmich2021 639609

Wark] Health Organieation, Global Acion plan on amimicrobisl resistance. Wark]

Heal, Organ., 215, pp. 1-28. hups//ahpsrwho nt/publications /% em. g lobal-a

etion plan.an-a ntimi crobial resistance.

[3

4

L&)

118

Plowocliagnosis and Phosodynomic Therapy 38 (2022) 102769

MW, MoCanthy, T.l. Wakh, Drugs currendy under investigation for fhe treatment
af imvasive candkdiasis, Expert Opin Investiy. Drogs. 26 (2007) 8258231, hips
doilorg/10.1080/1 3543784 201 7. 1341 488,

Y- Hsieh, J.-H. Fhang, W.-.C. Chuang, K-H Yu, X-B. Husng, ¥-C Lee, C-.
L Lee, An in Yitro Study on the Efect of Combined Treatment with Phowody namic
and Chemical Therapies an Candida albicans, Int. J. Mol Sci. 19 (2018) 337,
hitpss/dalorg /10339051 jms] N 20337 .

EMLE Mg, Y.YA Yap, LW.D. Cheong, F ML Ng. QoY Lau, T, Barkham, LW.F Teo,
. Hill, €5 B. Chis, Amifungal peptides: & potential new class of antifungals for
treating vulv avag inal candiiasis caused by fucon apele-resistant Canclicla albicans,
J. Pept. Sci 23 (207) 215220, hiaps =/ /doi arg 0. 1002 pec 2970

T. (rhshima, §_ lawa, K Kitano, N. Masda, A propesal of remed jes for aral di seases
cased by Candidaca mini review, From. Microblol. 9020180 1-7, s /dolorg
103389 /fmich 201 8.01 522,

L Cemndkavd, C. Light, B. Salehi, C. Mogel Castillo, M. Victoriana, M. Martarell,
J. Sharifi-Rac, N. Manim, C.F. Rodrigues, Novel Therapies for Biofi bm-Based
Candida spp. Infections, Adv. Exp Med. Bial 1214 (20199 93-123, hiips/dal
arg/ 10 1007/5584 2019 400

[ay

ni

a2

L}

[14)

[1s)

&)

7

na)

[2a)

[22)

[23)

[24]

125)

L Cemakovd, 5. Dikova, H Bujtikova, Bnployment of methylene blue i rradisted
with lLaser light souree in pheted ynamic insctivation of biafilm farmed by Candida
alhicans strain resistant to fluconazale, Med. Mycal 55 (2017 748-753, s/
daiarg /10183 mmy, mywl 7.
LR Ferreirs, A5, Sousa, L H. Alvan
Santi, LT. Kato, R L Leal, M. A Prates, Ant
therapy an Cam al pre-tremted by fuconaele delayed yesst insctivation,
Photodisgnesis Photodyn. Ther. 15 {2016) 25-27.

G. Alves da Callina, F. Preire, V. da Silva Barbosa, ¢ Berto Carres, H. Reds
Nascimenia, ACALC Ratto Tempestini Horliama, 0P, de F. Teiceira da Silva,
R Arsijo Prates, C. Pavani, Photadynamic sntimicrabial chemotherapy sction of
phenath bseinium dyes in planksonic Candida albicans & incressed in sadium
dadecy] sulfste, Photodisgnosis Phosodyn Ther. 23 (2020, 101612, s dai
arg/ 10,1016 pdpdL 201910161 2.

GA Da Callina, F_Freire, TP da ¢ Santes, NG Sobrinha, & Acquina, A Prates,
1. de ET. Da Silva, ACH Tempestini Horliana, ©. Pavani, Controlling methy lene
blue aggregation: & more effi dent altemnathve to treat Candida albicans infect ons
wsing phatodynamic therapy, Phatachem. Phatabiol Sci 17 (2018) 1355-1364,
haps/daior g/ 101039 /CAPPOIZIA L

Ao dan, € Lin, H- Deng, J. L, W Ma, X Zeng, ¥. i, In vitro photodynamic
inactivation effects of hypocrellin B on azolesensitive and resistant Candida
albicans, Phatodagnosts Photodyn. Ther. 27 (2019) 419427, hips
101076,/ pd pd 2019.07.01 4

MP. Rochs, ALM Ruels, LP. Rosa, GPAO. Sanlos, FOS Ross, Anlimicnobisl
phatody namic therapy in dentistry using an oil-in-water microemulsion with
curcumin as a mouthwash, Phatodiagnosis Fhotodyn. Ther, 32 (20200, 101962,
hitps//dai.ar g/ 101016,/ pepdi. 2020101962,

M5, Baptista, J. Cadet, P. I8 Masco, A, Ghogane, A. Grear, MU Hamblin,

©. Lorenie, 5.0 Nunez, M& Ribeiro, AH. Thamas, M. Vignoni, TM. Yoshimura,
Type 1 and Type 11 Photos ensitized Oxidation Resctions: guidelines and
Mechanistic Pathways, Photochem. Photabiol 33 {2017 912-919, hogs:/Sdaiarg /7
1001111 /php.127 16,

J. Ma, H Shi, H. Sun, 1. Li, ¥. Bai, Antifungal effect of photodynamic therapy
madisted by ourcumin on Candida albikcans biofilms in vitro, Photodlsgnoss
Phoiodyn. Ther. 27 (2019) 280287, hiips-//dolorg /1010167

pedpai 2 3.

Aline Sousa, LA Prawes, MESO. de Santi, .G, Lopes, SK Busssdari, L
R Ferreira, A M. Deana, Phatad ynamic inactivation af Candida albicans biafilm
influence of the radiant energy and photasensittzer charge, Phatodiagnesis
Photodyn. Ther, 14 (2016) 111-114.

T. Wait, F. Cleplik, 1 Regensturger, KA. Hiller, A Gollmer, W, Buchalla, T. Maisch,
Spatial Distribution of & Porphy rin-Based zer Reveals af
Phatod ynamic Insctivation of Candida albicans, Fronl. Med. {20215 1-9, hips//
dalarg /103389 fmed 2021 641244,

1. Maliszewska, D, Wewrzyiczyk, E Wanarska, The effect of glumse and human
serum on S-aminalevolink acid mediaed photodynamic insctivaton of Candida
albicans, Photodisgnosis Photodyn. Ther. 29 (2020), 101623, hips /doiong’
101016 fpd pdL 2019101623,

P Pan, D Svirskis, S WP Rees, L Barker, GIN. Waterhowse, 2. Wy,
Phatesensitive drug delivery systems far cancer therapy: mechanisms and
applications, J. Cantral. Release. 338 (20210 446461, hiips://dalarg /1010161
JCOONREL 2021 08053

GMLE, Calinta, SR de Annunzio, B0, Viewonell, ML Frade, PS5, Femelra,

M. Chorilli, CR. Fontana, Chitesan-Based Drug Delivery Systems for Optimization
af Photodynamic Therapy: & Review, AAPS PharmSciTech 20 (2019), hiips =/ dai
arg/10.1208,/512249.019. 1407 3.

J. Rak,  Pauckova, 1. Benes, 1L Vetvicka, Drug delivery sysiems far
phihalocyanines for photodynamic therapy, Anticancer Fes 39 (2019 2323-3339,
hitps/doi or g/ 10 2187 3/anticanres 1 3475

Wl da Silva, J. Senevirstne, N. Parshitivaws, EAR. Ross, L P Ssmaranayake, A
A del Bel Cury, Improvement af XTT assay performance for studies invalving
Canclida albicans biofilms, Braz. Dent J. 19 {2008]) 364-369, hnpsdalarg
101 59K0,/50 103 64902 0080004000 14,

ACBP, Costa, CA, Perelra, F. Fredre, J.C. Junqueira, A Ou. Jorge, Methods for
ablaining relisble and reproducilie reaills in studies of Candids bicfilms & nmed in
vitra, Myecoses 56 (X013) 614-622 hops/doiong/ 1001111 /mye 12092

£, Alessandio Melo Deana, MLEOS. de

ity nami ¢

rahial pi

dioi.org,




G.A da Collina & al.

[26) PP.de Barros, F. Preire, R.D. Rossoni, J.C. Junquedra, A O.C. Jorge, Candida krusei
and Candikla glabrata reduce the filamentation of Candida albicans by
downregulating expression of HWP1 gene, Falla Micrablol. (Praha). 62 (2017)
317-323, hitps//daiorg /10.1007/5 122230170500 4.

[27] M.W.D. Raas, TP. Silva, J.CO. Freitas, LM. Campos, RLL Fabri, RC.N. Mek,
Whale slide imaging is a highthroughput method %0 assess Candida biofilm
farmation, Microblol. Res. 250 (2021), 126806, hiips //dolorg/ 100016/
micres 2021. 126806,

(28) A. Baptista, C. Sshina, 8. Nunez, W. Miyakswa, A Marin, M. Ribeiro,
Photodynamic damage predaminates on different targets depending on cell growth
phase of Candida albicany, J. Phosachem. Photobiol B Biol 177 (2017) 76-84.

[29) B.D. Jett, KL Hatter, MM. Huyche, M.S. Gilmore, Simplified agar plate method for
quantifying viable hacteria, BloTechniques 23 (197) 648-0%).

[30) J.0O. Barbosa, R.D. Rossonl, SF.G. Vilels, LLA. De Alvarenga, M.DS. leauo. M
C. De Azevedo Prata, A.O.C. Jorge, J.C.

¢l Do film f and hevhhmd&lﬂﬂa Albicans, PLoS
ONE 11 (2016) 1-16, hitps //doiong/10.1371 o nal pane 0150457,

[31) L.C Sumk, LT. Kata, RA. Prates, C.P. Saﬁm, T.M Yoshimura, T.O. Silva, M.

S. Ribetra, Glucose modul. fCandila
albicans In biofilms, Photodiagnasis leodvn. ‘Ther. 17 (2017) 173179, hnps /s
doi.ong /10.1016/1pdpd. 2016.12 001

132) HC.C. Junqueira, D. Severing, L.GG. Diss, MS.S. Guglioti, MS.S. Baptista,

of methylene blue ph mwdul-cdm:dlapﬂonu
aqueaws micelle inter faces, Phys. Chem. Chem. Phys. 4(2002) 2320-2328, s
doiong /10.1039,/01 097534

[33) C.E Zago, S. Silva, P.V. Sanktd, P.A. Barbugli, C. M1, Dias, V.B. lnl(kllu C
E. Vergani, of biafilm f and the Candida
albicans and mahl:illn-n-mpu& (MSSA) and -resistant Staphylococeus surews
{MRSA), PLoS ONE 10 (2015) 1-15, hups//dalarg/ 1019071 joumal
pane (123206,

(34) L 14, N. Mends, H. Trigui, J.0. Oliver, S.P. Faucher, The importance of the viable
but nan-culturable state in human bacter ial pathogens, Frant. Micrabial. 5 (2014),
hips//dai ong/10.3389 /fmich 2014 00258, 1-L

[35) B. Divol, A. Lonvaud Funel, Evidence for viable but nonculturable yeasts in
batrytisaflected wine, J. Appl Micrabiol 99 (2005) 85-93, htips //dalary
101111 /413652672 2005 (2578 x.

119

Phovdiagosis and Phowdynamic Therapy 38 (2022) 102769

[36] MB. Lohse, M. Gulati, A D Johnsan, C.I. Nohile, Development and regulation of
single- and multispecies Candida albikcans biofi ims, Nat. Rev. Microblal 16 (2018)
19-31, hups//daol.orz/10.1038 / nemicro. 2017107 Develapment.

[37] EB. Moffa, FE Lumida, MCM Mussi, W.L Siqueira, LIL Jarge, Interaction
between XTT Assay and Candids Albvicans ar Strepocoacus Mutans Viability, J. 1m
Oral Heal. 8 (2016) 12-16

(38) 1. dos SANTOS, E PIVA, SF.G. VILELA, AO.C. JORGE, 1.C. JUNQUEIRA, Mixed
blofllms formed by C. albikcans and non-albkcans spedes: a study of microbial
interactions, Braz. Oral Res. 30 (2016) 1-8, hiips//dad 0re/10.15% /1807
3107 BOR-2016.val30.0023

[39] P. Bapat, G. Singh, C.J. Nabile, Visible lights combined with photes ensitizing
compounds are eflective against candida albicans biofilms, Microorganisms 9
(2021) 1-20, hitps=//dol arg/ 103390/ mier oor gan isms 90 A0 500

[40] L Garcia-Rio, P. Hervella, J.C. Mejuto, M. Parajd, Specrascopke and kinetic
Investigation of the interacton between arystal violet and sodium dodecylsul e,
Chem. Phys. 335 (2007) 164-176, hitpee //dalorg/ 1010164
chemphys 2007.04.006.

[41]) R Pitt-Rivers, FS. Impiomiato, The binding of sodium dodecy ] sulphate o various
proteins, Biochem. J. 109 (1968) 825-830, hoypa /dalorg 101042 0110904825,

[42) RD.Rasson, M. dos Santas Velkso, LM.A. Figuelredo, C.P. Martins, A O.C. Jorge,
J.C. Junqueira, Clinical strains of Lacobacillus reduce the filamentation of
Candlida albicans and proteat Galleria mellanella aga inst experimental candidissis,
Falia Micrabiol. (Praha). 63 (2018) 307-314, s/ /dolorg/ 10.1007/51 2225
M 705099,

[43) N S&, P. Barras, J. Junquelra, A, Vakérlo, C. Lino, R. Oliveira, C. Rosa, S. Johann,
Antivirulence activity and in vivo efficacy of a thiazale derivative against
candidissis, J Mycal Med 31 (2021), 101134, bt/ dalong/ 10,1016/ myemed.

[44] MA Sherwani, S. Tufail AA. Khan, M. Owais, Gald mpnkbmuomm

aj based inactivation of biofilm | cells:
for of C. albicans infection in BALB/c mice, PLaS ONE l0(2015)1-20.
hips://dolorg/10.137 1/joumalpane 0131684,

(45) C. Tsul, EF. Kang, MA. Jabra-Rizk, Pathogenesis of Candkla albkans biofilm,
Pathog. Dis 74 (2016), hups,//dalarg/10. 1093 femspd w0 15 Aw018.

[46] H. Chen, X Zhou, B Ren, L. Cheng, The regulstion of hyphse growth in Candida
albicans, Virulence 11 (2020) 337-348, titps/dalarg /1010807
21505594 2001 748930




120

Disponivel em: hitps://doi.org/10.1016/[.pdpdt.2023.103583. Acesso em 31/05/2023.

Fetodiagnoesis and Photodynessic Therapy 42 (2023) 103583

Contents lists avallable at SciemoreDirect

Photodiagnosis and Photodynamic Therapy

journal homepage: www.elseviar com/locaio/ pdpdt

ELSEVIER

The combination of methylene blue and sodium dodecyl sulfate enhances
the antimicrobial photodynamic therapy of Candida albicans at lower
light parameters

Joseé Marcelo Lacerda Alves Gongalves, Carolina Montovam Monteiro,
Gabriela Benedito Machado, Christiane Pavani

Programs de Pou Gradusgs em Niofortescs Apcade & Cimales da Selde, Ustneraddade Nove de Jadhs — UNTNOVE, R Virgaaro 215-249, 580 Pasde 01508001,
Sranl

ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords:

Phatochemotheragy

Amtisticrublal photodyrasic therapy
Aggrepmion

Thaencr

Enewyy demaiy

Backgreemd The growth of resstant m has bees a challenge for health systems. Antimicrobial
Photodysamic Theeapy (APDT) his gaised attention dee 10 its effects an sesistant steaing. Recentdy, it was shows
at the wsociation of methylene blue (MB) and sedium dodecyl sulfite (SDS) e an effective strategy 1o in-
crease the effect of aPDT; however, i is unkaown which ase the best Eght pas (Such i inrad s
eadiam exposere, RE), mmm:mdmmmnsm.annaJmmmupw
irradisesce, and radiant exposure, in POT with MB when yod in water compased 10 MB iated with
SDS.

Methade Tests were carrded o 10 quantify the coloay-forssing wnits (CFU) of ATCC 10,231 strain of Candids
abicons when wsing MB s different media and with differcet kght parametess: Cantrod (wiger), SDS (0.25%), MB
(20 mg/mL), and the MB/SDS at irradicsces of 3.7, 11.2; 186, and 26.1 W /om® and varied irrndiation tises 1o
resch radiant expossres of 4.4, 17.8 267, and 44 J/em™.

Resudes: The results showed that aPDT with MB/SDS had & Mgher astimicrobial effect than MB when comveyed in
water. Farberseer, for the highest irmadisace stadied (251 mW/en®), CFU docreases exponestially with
increasing RE from 4.4 up to 44 J/ce®. Similarly, at a fixed RE, the Mgher the irradiance wed, the higher the
ratimicrobial offoct was observed, except for the Jowest RE studiod (4.4 J/om®)

Conclusions: POT with MEB/SDS had & greater antimicrolial action at the Jower Eght parameters whes compared

1o MB caveyed ia waser. The authors Suggest the e of RE above 18 J/em® and irmadiance above 26 W /o’

since at the 1

P

the i in itz value caused & greaer astimicrobial effect.

. Introduction

The increased levels of antiblotic e and the growing b
of infections hard or impossthie to treat has brought tackling antiblotic
mn&mmhrmmddudmmmml'.:]
The antimicrobial P and the freq y of
hl;bpnam) pathogmshnebeenmedm&ofmdmﬁng:henﬁmd

the emerging resistance. In this sense, antimicroblal photodynamic
therapy (2PDT) has gained attention due to its broad-spectrum activity
and the absence of selection of microblal-resistant stralns [3-7].

The antimicrobial effect of aPDT is based upon the generation of a
burst of cxidative species, after the light activation of a photosensitizer,
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One of the mast blue (MB), due to
its low cost and high dbmmy [5,5-14]). Unfortunately, the aPDT
clinical studles with MB are not always related to strong antimicroblal
effect as seen i vivo (yeast/blofilm nacanvation), while the dinical out-
comes are mild [15-17). The media in which MB is conveyed may
induce self assoctation (H-aggregates formation) and affect the absarp-
tion spectra (a property called metachromacy), and/or the use s asso.
clated with the presence of body flulds such as salive or exudate,
affecting the photodynamic action.

Some groups have already reported the optical and photochemical
effects of the combination of M8 and sodium dodecyl sulfate (SDS)
[18-21). Recentdy, this group has shown that MB-SDS presented an
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are the best light parameters (such & irmadiance and radiant exp .
RE}, to reach the mast effective protocols.

In general, there is a divergence on the besi parameters to be applied
in aPDT with MB. For example, Queirega et al. [27] activated MB so0-
Iutons at 150 mg/L with an irradiance of 1000 mW,/cx®, a RE of 60 io
180 J/em®, and 660 nm for different Candida s, strains inactvation.
Sousa ef al. [24] while using the same concentration of M8, applied
3300 W/em® and 434 Jem” also at 660 nm, for Condids albicans ATOC
1, 231, In contrast, Sabino et al. [11] worked with MB 100 pM (which is
eqm-:]m:lu-!.zm;."u:tlmmﬂ;tmza.ndmnm,ﬂndhgamdu.:m
in the number of CFU/mL of 3.0 log at 25 J/em” for Candids afficass
ATOC 90,028, Additonally, Soura &t al evaluated a 660 mm, 92
m fem” laser ai different REs (15.8; 26.3 and 395 Jiem’) for ihe
antimicroblal photodynamic action of MB (o Condide albicons (ATCC 18,
50} and noticed that the increase in KE increased the degree of the
microbial reduection [29). The Hberaiure has shown that the best pa-
rameters for an effctive amtmidcrobial effect of aPDT depend om some
facinrs, swch as the photosensirizing substance nsed [10], the mediom in
which PS is conveyed [22,27]), ligh parameters wed [9], the grosth
phase [31,%7) and the crgandmrion (plankionic or biofilm) [22,33].

This work aimed to evaluate the light parameters {imadiance and RE)
of aPDT with MB when conveyed in water compared with MB associated
with DS,

2. Material and methinds

CHEMICALS: Phosphate huffer saline (PBS) at pH 7.2 was prepared
from salis that were acquired from Symth, Diadema, Brail. Sodium
dodecy] sulfate was purchased from Sigma-Aldrich and a siock selution
in sterile Mill-0QY% water at 5% was prepared. Methylene Blee was ac-
quired from Sigma-Aldrich and this was used as received. MB stock so-
Iutions of 1 mg/ml were prepared in water at neutral pH and kept in the
dark, at room temperature (25 <C), for no longer than 3 months befiore
use. The MB degradarion at meutral pH was negligible for short cime
period [34], however for longer perinds the smbility was mot evalusted.
Sabouraud Dextrose agar was purchased from Kasw (Curidba, Brazil).

For the experimenits, S0 . of this MB stock salurion was diluted in
9.6 mL of Milli-QE sterile water or 1.0 mL of the 508 stock solurion plus
8.6 mL of Milli-Q# sterile water. The final concentratians used (MB 20
mg/L; S0 {.25%) were based on a previous study by this growp [22].

The LEI:Box (BioLambda, Sa0 Faulo, Brazil) is a LED cluster devies
comprising 100 high-power LED units emitting at 60 £ 10 nm inside a
light homogeniring chamber with mirmor walls, and a light diffuser
ultra-clear glass which results in heam homaogeneity of above 909 in the
delivery of 50 mW,om” maximum. This equipment was wed to perfarm
top irradiation ar the plates that were insented into a dark chamber (also
jpant of the equipment], completely back with an aperiure for adapting
the light source on the top and another to open temporarily to imroduce
the plates at the chamber. The samples were irradiated simultaneously
at 48-well polysiyrens plates with cover and around 58+ transmission
lasses oocurs due o light absorpton of the material ar the light source
wavelength (55, The parameters used for this work were presemted in
Table 1, and the aquipment was calibrated by the manufacturer om April
2002

Z1. Yeast suspemshon

The Candido alicans yeast (ATCOC 10,231) was cultured for 48 h a
37 “C on Sabourawd Dextrose Agar (Kasvl, Curitiba-Brazil)l The micro-
organism was harvested and transferred to a test ube containing 10 mL
of Milli-)% sierile water. After vigorous mixing, 20 pl was removed and
added to a comical mbe contadning 1.5 mL of Mill-QE sterile water and
11} jol. of Trypan blue (Sigma-Aldrich, Sant Lowds-U5A). The number of
cells was counted whien uxing a Newhaner Chiamber and diluted to reach
5.0 = 10° cells/mL of a standard suspension [22].

Tabde I

Iy it o GO
P Valan
Crrizul Wareekm gih () L
Speceral Wedib famj m
Dovracon Mode U neonmrs
Irencknnd Ares (o™l 183
Pre-irradisiion Tame (miz) .
Mlax imomn Eradiance (o’ =
Mo Fowrer [mW] S0
Irenckomcs {mW iom”] Bndinne Bxpomre {1iem’} Irradiaiion Tame
170 a40 1% min 4%
a7 ITH M min 11y
a7 % 120 rmin Lta
170 e 198 rmin 11
1.z a.40 & min TTu
1.z ITH I7 min
1.2 % T min
1.2 440 &5 min T
188 a.40 S min 7w
188 ITH 13 min &7
188 T T min %
jT 1Y 440 3 min S
.1 a40 T man A
.1 ITH 11 min T3
.1 T 17 min3a
2.1 440 ™ minta

22 Photodynamic assays

In 48-well fat-base hydrophobic suface microplates (Sarstedt,
Niimbrecht, Germany ], 0.20m of suspensions of & officans at 5.0 = 107
cells/ml and 020 mL of the testing solutions {Control - CT: water, SD5:
0.25% 504 in water solution, MB: 30 mg/L MB in water, MB-5D5: MB 20
mg/L and 0_25% S05) were added 1o the wells and kept for 5 min im the
dark amd ar room temperarure, accarding to a protoced chat was previ.
onsly designed [22).

Each plate was prepared with a triplicate set of each of the four test
solutions, Le, 12 wells in fofal. To evaluate both the effect of aPDT on
different RE and different iradiances, the imadiance was fixed ac 3.7,
112, 18.6, or 261 mW/cm’, and the irradiation tme was changed 1o
reach REs of 4.4, 178, 357, and 44.0 J.."I:rl:l.2 (Table 1). Each of these 16
different experimental conditions was tested in three independent irra-
diations, giving a met n = % for each salutdon.

At the end of irradiation, an aliquot of each sample was withdrawn
and serial dilutions were performesd (10~ b 107) in PBS. After that, 20
L of each dilution was seeded in lines inio Peirl dishes, with Sabourand
Agar Dextrose culture medium (Kasvl, Curitiba-Brazil). After 24 h in-
cubation at 37 °C, the number of colony-forming undis per mL (CFU/mL)
was counted.

21, Smristical analyss

Statisrical analysis was performed with OriginPro, Version 3021
{OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA). Since the CFU data
was used in a logarithm scale, the dam distriburion was considered
parametric and the values were expressed as mean and standard devi-
ation. For inferential analysis, the data were submitted to the two-way
analysis of varlance test (Two-Way ANOVA), followed by the Boafer-
ranl post-test, for a comparison between the treatment groups and be-
tween the different light parameters. Confidence levels were adjusted 1o
955 (po 005

3. Results
Fig. 1 presents the increase in radiant exposure at different radi-

amees (Flg 1A 3.7 mWem™; Fig 18: 11.2 mWsem™; Flg 16 18,6 mWy
em” and Fig 10 26.1 mw L At irradiances of 3.7, 11.2, and 18.6
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mW/an’ (presented at Fig 1A, B and C, respectively), there were no First, at 44 J/cm” and 3.7 mW/em® (¥ig 1A), there was a reduction of

changes In the number of CFU/mL in the SDS, and the MB groups con- 0.6 Jog In the number of CFU/mL In CT group when compared to CT at
cerning the CT group were it was kept constant at 7.0 log CFU/mL, for other REs and this reduction was related to the high trradiation time,
the 4.4, 17.8, and 26.7 J/cm” REs. At 44 J/cm’, the results varied as a abave 3 h, in which the inoculum was present In the water; however no

functicn of irradiance. difference was observed in the SDS and MB growups when compared with
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(SDSY, 20 oL MB waler solation (MB), or 20 mg/L MB in 0.25% S06 sodation (MB/SDS). Irradiation was performed at a) 4.4 J/cm2 b) 17.8 J/cmed; €) 26.7 J/ema2,
d) 44 J/em2. The baes with the same Jetier code (i, b, ¢, d, ¢) are sot statistically diffesess from ench other (p>0.05)
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the CT group. Second, at 44 J/om® and 11.2 mWsem® (Fig 18), no
reduction in MB or 506 was found compared o CT while at 44 J/cm®
and 186 mW,em® (Fiz 16) o differences were observed in the 0% and
MBE growps onmpared oo CT; however there was a reduction of approz.
imately 0.7 log in the number of CFU/mL in the: CT, SD5 and MB groups
when it concerns the CT group in other REs. These reduction/differences
were calulated based upon the subtraction of the average logarithm
values af CFU/mL obeained per . Finally, ar 26.1 mWycm®
(Fig. 1D}, ar 4.4, 17.8, and 26.7 , there was no change in the
number of CFU/mL in the SD& groups to the CT group, which was kept
consiant at around 7 log CFU/mL. In the RE of 44 J/em®, there was a
reduction of approximately 1 bog in the oumber of CFU/mL i the SDS
compared to the CT growp. In the MB group, mo antimicrobdal sffect was
ohserved in the REs of 4.4 and 267 Jyem®, while at 17.9 and 44 J/em®, a
reduction of 1.4 log CFU/mL was cbserved in comparison oo CT.

For the MB/5DS groups, when the imadiances of 3.7 (Fig 1AL 11.2
(Fig 18) and, 18.6 mWI:m.’[:-L; 1 weere e, there was a 0.6, 1.2, and
1.5 log CFU/mL reduction when compared to CT at all REs evaluated
(4.4; 178; 267 and 44 Jsem®)L Still, at 261 mWom® (Fig 10) in the
MBE/SDS group, there was a reduction in the log CFU/mL values, pro-
partional io the RE wsed: reductions of 1.37, 1.85, 218 and 666 log
CFU/mL were found when compared to CT, ar 4.4, 17.8, 26.7 and 44 5/
m?, respectively.

On the other hand, Flg. @ presens the increase in irradiance at
different radiamt exposures (Fig 2A: 4.4 Jiem® Fig 2B 112 J/em® Flg
205 26.7 Jom® and Flg S0 44 mWem®) Ata flxed RE of 4.4, 17.4, and
267 J.."l:m.2 [Flgs 2A-LC, respectively) and with a varying iradiance, no
reduction in the number of CFU/mL was found in the 506 and MB
groups with respect o the CT group. At 44 Jsem” (Flg 20) there was no
change in the number of CFU/mL in the 508 groups when compared
with the CT groups when being kept constant at 6.8 log CFU/mL fior the
thres smaller irmdiance vales (3.7 11.2; and 186 mW/em™], while at
261 mW/em®, a reduction of approximately 1 log CFU/mL was
observed. A similar effect was observed in the MB group: with no
changes in the number of CFU/mL values when compared o the ©T
group, being the values kept constant at 6.8 bog CFU/mL when the three
smaller irradiance values stedied were used (3.7; 11,2 and 186 mW,"
em®L;, while at 261 mW/cm®, a reduction of 1.9 log CFU/mL was
observed in the MB when compared to the CT.

Finally, fior the combination of MB and SD%, at 4.4 Jyem® (Flg 24),
there was a reduction of approximately 1.5 log CFU/mL compared o CT
at all of the & ing aPDT effert independent of
irradiance in this growp. For 17.8 J/em? (Fig 28] in the MB,SD% group,
there was a reduction in the log CFU/mL values, which were propor-
tional to the irmdiance wsed, greater at 35,1 mW,cm® (2.4 log CFLU/mL),
intermediace ar 18.4 (1.7 log CFU/mL) and 11_2 mWyem? (1.4 log CFUy

Tuated irradignces,
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gL ME in & L35 505 solures (MESDS).
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mL), and smaller at 3.7 mw/cm® (1.8 log €FU/mL). Similar efecs wers
observed for both 26 7 and 44 J/cm® (Figs. 2Cand 20}, At 26.7 J/cm® in
the MB/SDE group, there was a reduction in the log CFU/mL values,
propocticnal to the iradiance used, and no antimicrobdal effert was
abserved at 3.7 mW/om”, with a redwction of 1 bog CFU/mLat 11.2mW/
em®, and a reduction of approximately 1.8 log CFU/mLat 186 and 3851
mW sem”, respectively, being statistically equal. in addition, ac 44 J/cm”
in the MB/SDS group, no differenor was found in the values of log CFU/
mL eomcerning the CT group when 3.7 mW/em® was used, and ar 11.2
mW fom”, there was a 1.4 bog CFU/mL reduction, at 1846 mW fom”, there
was a reduction of 1.7 log CFU/mL, while at 26.1 mW,/cm” there was a
reduction of 6.7 log CFU/mL

In arder to establish the dependence betaeen the antimicrobial effert
and the lght parameters (RE and irradiance) the graph presented at
Flg. 3 was prepared. At 4.4 1o’ the log UFC/mL values were similar,
with respect to irradiance. Both at 17.8 and 26.7 J,/cm?, the log UFC/mL
values slightly derrease as the bradiance increases. Finally, at 44 J/om?,
the bogarithmic UFC/mL valses strongly decrease as the irmadiance
increases.

4. Discussion

This work was the fourth in a series of manuscripis published by the
group based on the assoclation of phenothiazinium dyes (MB family)
and 505, showing an improwed antimicrobdal effect [22-24). Since
depending upon the media in which the photosensitizer is comeeysd it
may aggregate [19,20,755], these researchers have been shown that the
association of phencthiazindum dyes and =05 [(above the Critical
Micellar Concentration - CMC), may contrel the dye aggregation, fa-
varing the maonomers and increasing the production of singlet axygen. In
05 concentrations below CMC, Le, premicellar reglon, MB forms di-
mers with SD% and reverses back 1o the momomer state ar higher 5DS
concentrations (above CMC) (148200

The improved antimicrobial effect of this assodation was observed
bath in the plankionic and biofilm culure, however, the light dose
needed fiurther studies 1o aptimize. Furthermaore, the association may
help the translation of the in vire protocal into clinics, since the aPDT
protocod was often ineffective when delivering aquenous MB probably
due to the pH ar lonic stremgth of the mouth, for example [ 56-385]

In this work, the authors verified chat for the same combination of
irradiance and the RE antimicrobial effect of MB-5DS aPDT was abways
higher than that of MB that was conveyed in water. However, the
inactivation of the microorganism (which is & minkmem redwuction of 3
log in the number of CFU/mL) was achieved in the MB-SDS group bt
only at 261 mw/em® and 44 1o Sabino et al [11] achieved a
reduction of 3 logs when using 100 mW,/cm® (3.8 times higher than the
ane used in this study) and 25 J/cm® (1.8 times lower than that wsed in
this stady]. It should be moted that the final conceniration of MB wsed in
this wark was 20 mg/L or (.002%, and mompared to Sabino’s work, a
comcentrathon 2.4 tmes lower.

Similarly, Souza et al [249] found a 271 log CFU/ml reduction in
fungal count when using MB 100 mg/L in physiological selution
{agueous 0.85% MaCl), 39.5 J/cm® and 92 mW,/cm®, being a 5 dmes
higher concentration of M, simdlar RE and a 3.5 times higher iradiance
when compared o MB-SDS treatment which resubied im a 6 bog CFU/miL
reduction at this wark.

Giiven these results, it is warth emphasizing the importance of
menooming the medium in which the phoiosensitizer is conveyed in
publirations, especially for those compounids that undergo aggregatian,
since, depending on the medism used, the light parameters for an
effertive antimicrobial action are different. Quedroga et al [27] used
much higher irradiance and RE than these reported here (1000 mW /om™
and BO-180 J/em”), bowever, MB was used at 150 mg/L in saline 5.
luton, which means two condidons thar favor the MB aggregation:
medium with high bonic sirengih and high concentrations of MB [22,
34]. Due to these conditions that increase the amount or dimers, higher
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light parameters, such as the radiance and RE, were required to obeain
am antimicrabial effect. Similarly, Sousa et al. (5] obtained Coffvicans
inactivaticn when using ME at 150 mg/L, while also in a saline solutian,
at 3300 mWem” and 426 3/om”. Similarly, Prates o al. (9] evaluaied
the antifungal effect of aPDT with MB when applied in a caliure me-
diuzm, using an irraciance of 100 mW,/cm® and 300 mW /om” at times of
4, 6, and 9 min of irradiation, conditioning the BE of (18§ fom® up io
J&Jm‘].mmgumrm:mﬁaudth&ummm:
300 mw fom” (108 and 162 1/cm”). However, the authors of the articl
mentiomed an increase of 3 °C during 9 min of fradiadon of yeast with
MB ai these irradiances.

The data obtained bave shown that for the combination of 26,1 mWs
cm? and 44 J/cm? there was a strang and signdficant antimicrobdal ef.
fect, while in the other parameters wsed there was little or no antdmd-
crobdal action. Owr interpretation of these resulis is that, at low
irradianoe levels, the production of cxldative species from MB photo-
activation is bow, so that the microorganism's antoxidant defenses are
capable of managing the damage that has occurred to a certain extent.
Furthermore, when a low brradiance & applisd, a kong exposure time,
making the rranslation o clinical protocols difficulr or unfeasible.
Therefore, the data from this study sugpest that the use of low irmadi-
ances (below 25 mW,/cm®) s not anly impractical for clinbcal e but
alsn inefferthve.

Om the other hand, at iradiance values of around 25 mW /e, there
was an intense and shor period of the production of oxidant species,
with nxidarive strezs that led o the death of the microorganism. Hence,
for an effective antimicrobdal action a minimem iradiance was
required, which in clindeal practice is an equipment-dependent param-
eter. The cumrent study's data corroborated previoss findings that
showed that light parameters were critical Gctors for the andmdcrobial
effect of aPDT [20]. In this sene, for clinkcal applications the authors
recommend the prodessionals oo choase low-power lasers or LEDs with
higher powers as the anes that have been recently developed [40-42] 1o
overcome the challenge of the low imadiances.

It is suggested that the use of RE above 18 J/om” and irradiance
abarve 26 mW /cm® is necessary as in these cases, the increase in the light
parameiers induced a greater antimicrobdal effect. However, no upper
Hmits were established for these parameters. Thius it is not yet ¢ it known
how much increased aPDT effect would resule from imcreasing these
values before inducing significant heating or photobleaching effects.

Maliszewsha et al. [40] when using a bomemade LED device at &80
nm, 2510 mW em2 irradiaced che MB soludons in waber (2t unre.
jparied concenirations ), and noted the exstence of photobleaching by an
second-order kinetics. Addidonally, 57% ME discoloration was reparted
nsing 3.0 mWem? in 633 + 15 nm for 16k at 2 1005 mol/L pH=4 MB
solution [43]. In the presenst study, similar and higher imadiances (3.7;
1% 186 and 3.1 mW/om®) were wsed, however, the tme was
considerably shorter, being around 3 h the longest and 3 min the
shortesi. Furthermore, the MB concemtration was different and the
physialogical pH was considered. Therefore, we exposed the solutions 1o
26,1 mWem” irradiance for 28 min and & 5 (44,0 1/em®) and it was
observed that in the water solution, MB showed 17,05 (+3,30) discal-
oratban while no discoloration was observed for MB in the presence of
0% (Fig. 4). MB is considered stable up o 1625 0 [44] and the pha-
inbleaching mechanism bas not been assoclated with oxygen-related
axidation, however due to an excited state reaction.

Finally, it is worth mentioning that these parameters were deter.
mimed in suspension for the association betwern MB and 504 but maore
complex microbdal organizations, such as biofilms, as well as when used
:ﬂpﬂm&myrqm:mﬂul.@tpm:mrmﬁnhﬂ

lies.

5. Conelusion

The MB-5D4 comhbination had greater andmécrobial action than MB
applied in water at all the light parameters evaluaced. Irradiances should
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be kept higher than 25 mW,/cm® while RE above 18 Jicm?® caused an
antimicrobdal effert, ot around 44 J0rm® was more effective when
aPOT was performed using MB-5D4 as photosensitizer. Increasing the
irradiance and RE values must be done with caution since the MEB an be
photobleached.
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ARTICLEINFO ABESTRACT

Keywords: MMTMMMCMBMNIMmmmew-mmmMo-

Aatimicroblal photodyramic cherapy dysamic thesapy (PDT) has boen proposoed as an &l (hiazisiam dyes, .8 methyk

Slofilm um(mxmmmaunmnumwum).um.mmm-nmmmmm,numn
3 (SDS) his recently bees shown 1o bmpe the effecth of POT in plank i culbere. In this seme, the

- objective of this work wis 1o evaliare the effect of PDT with ph hiazinium dyes iated 1o SDS in diofiles

e different stages of growth.

Methade Experimests were carriod out 10 evaluate the effecss of PDT o biofilm feemation and ca established
biafilms of C. aivicans ATOC 10231, Samples were exposed o PS5 50 mg/L (MB, Azure A - AA, Azure B - AB and
dimetdyl methylene dlee - DMME) dissalved in water oe 0.25% SDS, for 5 min In the dark. After irvadiation at
660 2m, I7.3mW/em” Sor 27 min, 60.4)/cn” caloay farming wnits count assay (CFU /sl ) was perfarmed. Ooe or
two irradiatioss were applied. Statistical ssethods vnue wied (0 asess elfoctiveness.

Resudes: PSs showed Jow toxdeity in the dark. An ap o0 of FDT ivadiation was st able 10 redace the CFU/
nl.bnnhnunmMln(!.)nthoﬂlmshthedhpmphﬁe(l&h),mlv-mMmcphmM
POT prevest the forssation of Nofss, With two oy sons of POT irradi in the disp
phise, POT with MB, AA, and DMMSE completcly lmivMC.M.Thedmﬂ.m-uMndwlm
mature biofilms.

Conclesions: Differess stages of ol growth sespond diffeseatly to PDT, with the greatest iadiditory effec
found & the adhesion stage. Mature and dspersod hioflilms are less suseeptibile 10 PDT. The wse of two successive
pplicaticns of PDT with PSs aseciated with SDS may b & weful appenach 10 insctl C albi Diolilees,

1. Introduction various antifungal agents, which pases significant challenges for effec-
tive treatment.

Candida albécans, a fungus commonly found in the human microblota Blofilms can form on both blotic and ablotic surfaces | 1). The process
[1,2), can cause infections under certaln conditions. Factors such as begins with the adheston of planktanic cells to the surface, followed by
environmental changes (pH or nutritional alteratioas), antibiotic sage, cell prolifer and the exp of genes responsible for the
and Immune system disruptions can contribute to the proliferation of veast.to-hyphae sition [2,5). Subsequently, during the maturation
this fungus [3]. Blofilm formati bles €. albd to evade antimi. pha:.hyphxm d, and an flular polysaccharide matrix
croblal treatments, as btofilms are complex structures posed of fops, encompassing yeast, hyphae, and psendohyphae. This matrix
yeast, hyphae, and pseudohyphae embedded within an extracellular sists of pr rbahyd: , nuacledc acids, and lipids, acting as a
polysaccharide matrix. Once biofilms exhibit high o promuveh-rﬂungzlm;hymladchmkalw[-. &) In

Mbeeviction: PDT, Phosody Therapy; MB, Methylese Blue; AA. Axere A; AB, Azere B DMME, Dissethyl Methylese Blue; CFU, colony feeming wsits SDS,
sodium dodecyl sulfase; PES, phospdate bufer saline.
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. Mochada o el

the dispersal phase, yeast cells are released from the biafilm into the
surrounding environment, indtiating a new lide cycle by either colonizing
other surfaces and establishing new focd of infectbon or entering the
bloodstream, leading to systemic infections [2,0]. Biofilms commanly
exhibit resistance to chemical and physical assaulis and demonsimabe
high resistance to several antfungal agemts [2,0-4). Conssquently,
alternative or adjunctive therapeutc techniques that are effective
against biofilms nesd to be explored. In this context, antdmicrobial
photodynamic therapy (FOT) emerges as A promising straregy.

Antimicroblal photodynamic therapy s a promising therapeutic
approach for hiofilm treatment, urilizing phomsensitive molerules
lnown as phonsensitizers (PSs) that can be activated by kight of suitable
warvelengih and intensity [ %], Activation of PSs generates reactive ox.
vgen spevies that cause cellular damage and indure cell death. Pheno-
thiazinium dyes, incleding methylene blue (MB)L are ommaonly
employed as PSs in POT. Other structurally similar modecules, nsch as
azure & (AA), azure B (AB), and dimethy] methylens hlse (DMMB), can
alzo be used, although thedr actions bave been less extensively snedied.
However, the efficacy of these dyes can be hindered by their tendency 1o
aggregate in cermdn media [10). The addition of sodium dodercy] sulfane
(50%) has been shown to reduce aggregation and eshance the effec:
tiveness of POT in planktonic cubures [11-14].

The response of C albicans oo POT treatment vanes depending oo the
growih phase [2,15]. Neventheless, the impact of the assoclaton be.
nween PSs and 505 oo PDT response in different growth phisses remadns
incompleiely understood. Thus, this shedy alms o emluaie the effect of
POT using phenothiazindum dyes deliversd in water or in conjunction
with SD% an distinot stages of biofilm growth. Gaining insights into the
effect of POT on different growth stages of C albicans can provide
valuable knowledge for the development of effective therapewtic tech-

nigues @argeting hiofilms.

2. Materials and methods
21, Chemicak

Methylene blise (MB], Ansre A (AX), Azure B (AB] and 1,9-dimethy]
Methylene Blue (DMME], sodium dodecyl sulfats (S085), were acquired
from Sigma-Aldrich (Sant Louls, Missour, USAL

Stock sohstionsaf 1 mg/ml of each photnsensitizer and 50 g/L 0f SDS
were prepared with Milli-QF sterile water. The stock solutons of FSs
were stored in the dark at room temperature (25°C).

For suspension experiments each PS5 was prepared at a concentration
af 100 mg/L at both mediums used. To achieve this, 1.0 ml of the stock
solution of sach PS was diluted in 10 mL of sterile Milli-Q) waterk (FSs
water salutions) and also another 1.0ml of the: stock schition of each FS
in 10 mL of $D% stock solurion (PSs 505 solutions). All the PSs solutions
were prepared at 100 mg L, which was double the final conremtration
required, since the same volume of yeast inoculim was used in boch
water and S solutions during the experiment. Subsequently, the final
warking concentration was halved (50 mgs/LL

For biofilm experiments, 0.5 mL of each PS stock soluiion was diluted
in 10 mL of steribe MU0 water®, and amather 0.5 ml of the PS stock
solution was diluted in 10 ml of 505 siock solution. These concentra.
tions were selected based oma previous study conduscted by the group
[1x13].

22 Yeasr suspemshon

Condida albicans ATOC 10231 yeast was grown in Saboursmd
Dextrose Agar Medium (Kasvi, Curitiba, Bragil) at 37°C for 48 b After
preparing a suspension in waier, the pumber of cells were counted wsing
a Meubawer Chamber. Finally, the ssspension was diluted to reach
S 107 eells/ml [13]. This suspension was wsed at the different
experimental conditions analyzed at this smdy: Suspension assay,
analyring the POT effect in yeast befiore adhesion to biofilm formation;
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mature biofilm, biofilm growth for 24 h and; biofilm in dispersian,
which was biofilm growth fior 48 b Under these conditons, the exper-
imental design consisted of 10 groups: CT (water conirol), CT SDS (50
dium dodecy] sulfate cantrall, PSs in water (AA, AB, BB, DMIMB), and
P associated with 0.25% SD5.

In 4&-well microplates (Sarstedt, Nimbrecht, Germany), 0.230 mL of
. afbicans suspension (500107 cells/ml) and 0.20 mL of the treatment
salutions (100 mg/L of each PS - AA, AB, MB, DMME canveyed in water
ar 0L5% S05) were genily mixed and kept in the dark during the pre.
trradiation time (PIT = 5 min). Then, ane plate was kept in the dark and
the other was irradiated with an LED device (Biolambda, S80 Paulo,
Brazil) following the light parameters presemted in Table 1. The photo-
sensitizers solutions were present during irradiarion. This cluster deviee
is comiprised by 100 LEDs in a homogendring chamber, presenting above

0% of beam homogeneity.
After irradiation, each sample was collecied and cenirifuged at 1500

rpm for 5 min. The supernatant containing the PS solution was dis-
carded, the yeasts were washed with phosphate buffer saline (FBS), and
the samples were rensspended in 1 mL of PBS. A volume of L10 mL of
these suspensions were added to the wells, along with 030 mL of Sab-
ouraud Dextrose Broth Medium (Kasvi, Curitiba, Brazil). Flares were
incubared at 37°C, 50 rpm, for bioflm formation. After 24 b, samples
were processed and the number of colony forming undis per mL (CFUS
mL) were counted.

For thds, after removing the culthure medium and washing with FBS,
020 mL of PBS was added to the wells and the biofilms were disrupied
by multiple pipetting, collected in condcal bes, followed by shaking in
@ wortex ( Jand (Juimica, 530 Paulo, Brazil) for 1 min. An aliqoot of 20 pL
af these suspensions was taken from each sample, serial dilutions were
periormed in 180 pL of water (10" o 107" and an aliguot of 20 pl. of
each dihited sample was seeded |n Hnes on top of Petrl dishes contalmdng
Sabouraud Agar Dextrose [173,16]. The Petrl dishes were kept for 24 h a
37°C and the colomy-forming umdts per mL (CFU/mL) were counted at
the end of the incubation time. Al experiments were performed in

iriplicate, in three independent experiments (n=%)
2.4, Bsfiim formation

d8.well plates (Sarstedt, Miimbrecht, Germany) were treated with
fetal bovine senam (Vitrocell, S0 Paubo, Braxl) for 24 h. Afier chat, it
was removed and 0.10 mL of yeast suspensicn (50107 cells/mL) was
added to the wells, along with 0.30 mL of Sabowrand Dextrase Broth
Medium (Kasvi, Curitiba, Brazil). Plates were incubated at 370, 50 rpm,
for 24 h or 48 b for blofilm formation, being the maturation and
dispersion phases, respectively. The supemacant was discarded and the
adhered biofilms were washed with FBS. The biofilms were treated by
the eonventional method or double application, as described below.

24.0. POT comvennonal redrmsent
The biafilms were exposed o PS solutions (MB, A4, AB and DMMB

Tabide 1

Light pesametiees used in FOT.
Parmets Valar
wareleagth () e
Speciral Width (rm ) m
Oiparation Mo Concomes
Radiani Average Power (W) i
Erradiated Amem em’l 63
Irradiance (m ¥/ om®) 73
Expoaurs Time (muink g
Radiani Expoaure {1 cm L]
Radiant Esargy (L1) L
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50 myg /L. in water or with 0.25% SD&) and kept for 5 min in the dark a
room temperature (259C) Then, the imadiation was performed ac-
cording to the light parameters shown im Table 1. The phonsenitizers
solutions were present during irradiation. At the end of the immadiation,
the photosensirizing solutions were removed and the biofilms were
washed with PBES and beoken by multiple plpetting to perform the CFU
couni assay, as described above.

242 POT double applicarion

The biofilms were exposed to PS solustions (MB, A%, AB and DMMB
50 mg/L in water ar with 0.25% SD&) and kept in the dark at room
temperature (25°C) for 5 min. Immediately afterward, irradiation was
performed according to the lght paramefers shown in Table 1. The
photosensitizers solutions were present during irradiation. Ar the eod of
this process, the PS5 were removed, the biofilms were washed with PBS,
and sequenilally mew fresh PSs sedutions were added io the wells, kept in
the: dark for 5 min again, and a pew cycle of irradiation was performed
under the same parameters. P5s solutions were removed after treatment;
hiofilms were washed with FBS and brodken up by multiple pipetting in
PBS, in order io perform the CFU cownting assay, as previously
described.

15, Smrisdcod analyms

Statistical analysis was performed by using Prism version 6.0 soft-
ware. The log CFU/mL data were expresesd as mean + standard devi-
aticn, and the two-way ANOVA test, folbowed by the Booferrond poss-sest,
were applied to compare the values of the different andmicrobial
treatments.

3. Resulis

In the adherence phase, PDT with PS5 o water was not effective in
causing . afbicans death (Fig. 1a) However, the delivery of PSs in
0.25% 5D% was suffident 1o completely inactivare the yeast with all
phencthiazinium dyes. This effect was not solely due to the presence of
0.25% 5D, since the conimol SD8 group alse showed a reduction of
approximately 1 log CFU/miL compared to the comtrod in water. More-
aver, all PSs shadied did not exhibited considerable oty in the dark,
as there was no redwuction in CFU when administered in water and ooly a
reduction of 1 log CFU/mL in S04, similar 1o the one found in concrol
05 (Fig. 2k It ds worth noting that SD45 is widely used in hygien= and
household prodwcts and has known safety, toccliy, and irrdtabilicy
|properties [17,15)

When evaluating blofilms in the maturation phase (Fig. 1b), PDT
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Fig. 1. POT with ME, A, AB and DMME phesotbiazine dyes at diferent stages

of ol growih (&) alleerence, wien the yesl Steracns with the surfies ased
i s e N stage of biofilm grows () maperation, whes the sty i aleeady
struchesned, with 24 B of biofilm growth ar 50 rpes asd 370 (2) dispersion,
wiben e yeas slams Do leave dee biofilm o Sae a sew ishercion S being
48 h ol bofilm gresth a 50 fpm and 270 wiheee CT i the coadaed. Thn: aee
&0 surviving colls Bn (a) whea MB, A& AB and DNMME wed assecianed o 508
Thet samiples were irradianed ar 650 nm, 373 W om”, 604 e e 27 s
Dilia presenned i mean ased slasdand deviatios, plicale asd 3 Edepend

with P55 deliversd in waier did mot result in cell deaih. B - when
the Phs were deliversd in SDS, a redwuction of approximately 0.5 log
CFU/mL was observed compared 1o the PSs delivered inowater, Never-
theless, no significant differences were found when comparing the S15.
treated group o the contmal SDE group.

In the disperstan phase (Fig. 1<), all the PSs demonstrated a reduc-
tion of approximadely 0.38.0.92 log CFU/mL compared o the conirod in
water, with MB being the most effective. Additionally, when comparing
the effect of PSs delivered in water with the effect in S04, all the Phs
exhibited an increased antimicrobial effect. The redwuction in bog CFUY
mL was approsdmately 0.4%, 0,73, 0.78, and 1.03 for MB, AA, AB, and
DMME, respectively.

Cansidering that the antimicrobial effects, especially in bledilms,
were not significant enough to suppont the suggestion to test this pro.
tocal in climical trials, the awthars opted to apply dowble treatment tothe
hinfilms. When evaluating biofilms in the maturation phase (Fig. Zal,
the: delivery of PSs in water did not cause cell death, sven with two PDT
applications. Statistically, Ad caused a reduction of aroud 0.2 log UPCS
mL compared i the control. When delivering the PSs in 5085 the anti.
microbial effect of two irmadidat reach d (LE log CFU/mL
reduction in comparizan to the PS delivered in water. However, anly

s (0= *p=lL05, **p=005 compured 1o ol gromps withoe SDE,
o005 compased o othis geoegs with 508,

MB showed statistically signdficant reduction compared to comtrol 505,
Double applicarion in the dispersion phase (Fig. 5h) administering
PS5 In water did not kead to cell death. However, complete Imactivatian
was found for AR, MEB, DMME adminisiersd in 508, while AB coused a
reduction of 1.2 bog CFU/mL compared io the conirol in water.

4. Discussion

In this study, the phenothiazinium dyes were used as PDT agents,
deliversd either inwater or 0.25% S5, during different stages of bHafilm
formation: adherence, maturation, and dispersion.

It has bzen previowsly establisked thar SD6 can contral aggregatian
of the phenothiazindum dyes [10,12,15] and enhance the antimicrobial
effect when these Pés are employed for PDT in plankionic cultares
[11-13]. Consldering the mechanism of acticn of PDT in £ afbicans,
which imvalves the perforation of the cell wall and membrane by singlet
oxygen, followed by the cxidative damage to internal structenes: [15], it
was hypothesized that the reducing the aggregaton of phepothilazinium
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A) " " " " Fig. 3. Dossble applicarion of FIT with plenethissisies dyes ME, AL
B — B without SDS AB and DMME in the differesr biofilm growth stages (&) ssamurstos,
& wilien e matrin s aleeady siruetueed, with 24 b ol BofEles geowth an
T T = with S0S S rpes amd 370 () dispersion, when the yeas s1aes o leve biolls
= 7 L - = 1o St new isfeetion forus; being 48 b of Bl growth ar 50 mpes
and 370 where CT is the costnsl. There an no servivisg eells in (b)
E
E ] wilien BB, A and DMME wene associansd r 505 The samples were
3 rradiated ar 650 sm 373 mW/em”, 604 Jiem” fie 27 min. Data
E presesied m average and stendasd devistion, triplicase and 3 inde-
5 pulenl caperiments (=00 *pois, “pollS emsganed W olhi
SIS groups, £p-0U05 cospaned o CT SDS s &p <0005 mmpaeal 1
CT withost SO6.
cT MB LY ABE  DMMB
B} B= % * * * * _
— —— — — B withoui S0S
7 e = with S0
T =
E T
Z
S &
g
cT MB AA” AE  DMME
dyes would increase singlet ooygen production [0 I, therehy a PS agents for FOT, delivered in media such as PBS, water ar saline

increasing the antimicroblal effect of therapy. However, the inactivation
of the microorganism arganized in biofilms (s a more intricate process. b
is worth noting that a 3-Log reducton in colony forming units s the
minimum threshald for considering microbdal inactivation, and this
criterion was used as the benchmark for ireatment effectivensss (21
The daia obiained in this shedy demonsirated that delivering phe.
nothiazinium dyes in water was not effective in inactivating . affvicass
under the POT conditions {concentration and bght parameters) used in
the shady. Conversely, delivery in 508 significantly improved the ant-
microbial effects. Simdlar finds of enhanced antimicrobial photodynamie
effect in low aggregarion media, such as bow bonic force medium or when
Pis were combined with wrea, have been reported previously [22,239].
Other studies hase also investigated the use of phenothiaziniuom dyes as

salution, and oheerved either mo inactivadon or the requirement for
higher radiant exposure in achdeve effective treatment [12,24-26].

For instance, Sabino et al. [20] employed MB in FBS to inactivate C.
albicans, and found that the sirain exhibiied resistance to PO, requiring
higher radiant exposure to induce cell death. In the case of saline sobu.
thon or FBS [23,24], it was known that medium with a high jondc
strength promotes the formation of dimers, and redwce the efertveness
af FIT. In contrast, 506 is a surfactant, which may induce some per-
meabilizaticn of the cell membrane, thereby enhancing the antimicra-
lial effect and reducing aggregadon. Itis well stablished that surfactants
can extract probeins from cell membrane | 27) and certain antimicrobial
agenis may act by disrupting or permeabilizing cell membrane [24).
This effect may explain the 1 Log redwcion when contral 5D8 is
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deliversd and how it contributes to the wotal antimicrobial effect when
associated with phoinsensitizers.

The generation of reactive axygen specles, partioularly singlet axy-
e is robust during irradiation and serves as the primary trigger for the:
wnaicity of POT. Singlet oxygen has a shor lifstime in aquenss media
(around 24 ns) [29], which means that oaly the molecules in close
proveimdty pothe photosensitizer mn cause damage to microorgandsms or
host cells. Therefore, the iradiation in the presence of methylene blue
solution may not pose a signdficant concern regarding damage 1o host
tiszues.

Several studies have staned 1o establish connections between the
growih phase of the microorganism and antimicrobial action of POT [2,
15,50, In this shudy, the delivery of PSs in 506 enhanced the andmi.
crobdal effects, depending on the specific growth phase sxamined.

When evaluating the effect of PDT with PSs in SD% on C. affvicass
infilms during adhesion phase, inactivation of the strain was obsered.
Leonel et al. [30] using a MB concentration of 20 mg/L (approximately
half of that used in this waork) and radiant exposure of 30 1/em® (also
half of that used in this stody) but with an irradiance 7 times greater,
repanted a reduction less than 1 log in the abdlity 1o farm biadibms (which
is equivalent to a 90% decrease in biofilm formadion). Similardy, a 90%
inhibirion was achisved when 6 J/cm® (the same mdiant exposure used
hiere) was administersd ata 5 ps (1.6 mgsL) MB PES salution (31 dmes
higher than wsed here) at 857 mW,'om” (around 2 tmes higher madi-
ance than wsed bere) [31]. These dat exemplify de divergent POT pa.
rameters reportsd in the liersmere and highlight the challengs
aszociated 1o achieving inactivation in plankionic oulture,

When evaluating biofilms in the maturation and dispersion phases, it
was ohserved that even the use of F&s in 505 was insufficient to disnapt
the bicfilm or reduce the number of wiable cells. Freire et al. [32]
eombined MB (100 pM = 32 mg/L) with potassiom iodide {100 mM) 1o
enhance the effect of FOT on mature biofilms of C. albicess i wro. The
greatest lngarithmic reducdon in the CFU/mL in bafilm was 231 log,
obtained in parameters of 31.8 mWom’; 12.7 J/em”. Despite the use of
an ephancer, POT fadled to achieve inactivaiion of mature bicfilms
Other shsdles that evaluated the effects of PDT at varkous stages of
hinfilm formation have also reparted significant challenges in cassing
ofilm inactivation, further supporting the Andings of this shady [2,50].

Sharma et al. (23] suggest that the chemical composition of the
extracellular macrix of biofilms prevents antifungals from penstrating
cells, allowing cells o grow and propagate within a biofilm withouwt
interference [33,34]. Drawing an analogy with these findings, PS5 may
also encounter difficulties in penetrating the biofilm, thereby reducing
the effectiveness of PDT. Resistance has been associated with increased
metabalic activity during biofilm development; however, It remains
unclear whether resistance is the result of extracellular matrix produc:
tiom and ' or bdochemical changes, as well as changes in gene expression
refated to resistance |34 and wp-regulation of efflux pumps [&].

Additionally, it s wonth noting that biofilms possess a higher lipid
comdent compared to yeast cells [95], which can impact the efficacy of
POT. Considering the oxidative action of POT on different growth phases:
of (. albicans, prodeins and nuclels acids are the main @rgets during the
lag phase, while polysaccharides and lipids are more susceptible during
the statbonary phase [15). Therefore, the reactive oxygen species
generated by POT, partioularly singlet caypen that acts on unsaturated
bands, may have a limited effect an stationary phase biofilms with bower
levels of unsaturaved kipids [35].

Furthermare, it is passible that adjwesting the light parameters could
enhance the antimicrobial effect in biofilms. We have recently demon:
strated that in planktonic cultures of & albicans, the antimicrobial effect
of PDT 5 enhanoed when MEB |s administered in conjunction with SD5,
even with lower light parameters such as imadiance and radiant expo-
sure [36]. Several stodies have shown that repeabed PDT sessions, even
with lower light parameters, were more effective in terms of andmd-
erobdal action [2%,31,37]. Considering the lack of success in achieving
Iinfilm inactivation with phenothiazinism dyes, even when deliversd in
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%05 during the maturation and dispersion phases, it was decided 1o
apply two sessions of PDT to the biofilm in this smdy.

In the biodilm maturation phase, even with two sessions of FDT, there
was still mo significant redwuction or inactivation of the biofilm, similar o
the resules obtained with a single application. However, in the disper-
sion phase, the antimicrobial action was more evident when two ses.
sions of PUT were administered. When PSs were delivered in waber, the
antimicrobial effect was minimal, whereas BB, AA, and DMBMB deliv.
ered in SDE resulted in biofilm inactivation. Additionally, the use of AB
in S04 showed a significant reduction compared to the control 505
Taup.

The authoms proposed a hypothesis to explain the enhaneed effect
ohserved in the biofilm dispersion phase. It is suggested that the inirial
POT application sensicdzed the binfilm, cansing skight disruption of the
extracellular mairix and inactivation of dispersed yeast cells. In ihe
second POT appliration, the PS was able to penetrase desper into the
matrix, leading to a more pronounced antimicrobial effece. Blofilms in
ithe dispersion phase, which release yeast cells into the enviromment, [,
4], may bave a less strurtred and more susceptible matria This could
facilicate the penetration and incorporadon of the PS5, allowing for
binfilm inactivarion. In conirast, biofilms in the mamuraton phase
|POSSESS & Stronger matrin, providing greater protection against chemical
ansd physical interventions [4,6].

The extracelhilar mairix is mainly composed of proteins (55%],
polysaccharides such as mannose and gloonse residues (25%), exra.
celhalar Hpids (153), and nuecleic acids (5%) [24]. Ergosteral has been
considersd essendal for the formation of biofilms. The ergosteral levels
increase as biofilm is produced and drops 1o almost half afrer blofilm
maturatban [35,349]. iven the chemical struchare of ergosterol, which
ennsists of carkon rings and double bonds, cxidative damage indwced by
POT may be concentrated in these extracellular substamoes during the
early growth phase and, to a greater exient, in dispersed cells during ithe
dispersion phase.

Eegarding the decision to administer rwo conseoutive applications of
POT instead of increasing the irradiation time, several factors were taken
inta account. In clinkcal applications, such as in tke oral cavicy, the
photosensitizer gets diluted by saliva over time, potencially reducing the
POT effece. Therefore, changing the PS solution between consecutive
applications could enhance the amtimicrobial action. Furthermore,
increasing the irradiance may lead o photobleaching, which ean
dimdnish the overall antimicrohbial efficacy. Onee again, using a foesh FS
salution for the second application could kelp masdmize the PDT effect
in the event of photobleaching.

In terms of the antimicrobial effects of the different photosensidzers
{P5s1, no significant differences were observed when they were avalu-
ared in association with SDS prior to biofilm adherence, considering the
parameiers used [(concentration, radiant exposure, and irmadiance].
However, it shauld be moted that differences might be observed when
using sublethal doses of the PSs.

When assessing the effect of PDT an the blofilm in the dispersion
phase, with the FSs deliversd in combinarion with 505 and subjected 1o
two iradiations, a weaker antimicroblal effect was observed for AB
compared 1o the ather PSs. These findings contradict previous data from
our growp, which demonsirated, in planktonic culture, that AA had a
lower andmicrobial effect than AB, MB, and significantly lower than
DMME [1Z].]. Ir is possible that the concentration difference betwesn
the simdies could accownt for this discrepancy, as the previous stody used
concentrations of 20 mg/ml, whereas in the current study, the final
concentration of Pis was 50 mg/mL. It is plassible that at this higher
concentration, in association with SD5, AB exhibits greater aggregation
than AA, thereby reducing its antimdcrobial effectiveness.

Clinically, the use of multiple sessions per week has shown promise
in various applications of POT. For instance, studies have reporied a
45% reduction in oml candidiasis [40] and 8%.13% reduction in acne
vulgaris [41] with thres sessions per week A recent pilot clindral crial by
Duetal. im 3021 [20] demsonstrated that two seslons of PDT with MB in
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HIV.pasitive patients with oral candidiasis led to a significant reduction
in the number of CFU/ml. and improvement in oral lesions, which was
not observed after the first session of PDT. Other studies [40,42,44)

suggest weekly applications of PDT, but nooe of them propase more than
ane application in the same session. The findings of this study suggest
potential advantages in using at least two applications, but further in.
vestigations are required to refine the protocol, determine the mindmum
necessary parameters, and establish the optinmal oumber of repeated

The PIT of 5 min was chosen based upon the previous wark of the
group with planktonic C. albicans and the assoclation of MB to SDS.
However, considering the more complex structure of biofilms, an
extended PIT could be considered even when using double application.
Torres-Hurtado considered 30 min as the most effective PIT for MB PDT
in C. albdcans when performing multiple applications (111

5. Conclusion

In concluston, this study demonstrated that PDT can effectively
inhibit the formation of C. albicans biofilms when administered in a
single session before biofikm installation, particularly when phenothia-
zindum dyes are associated with SDS. However, even with SDS delivery,
the PSs were unahle to completely break or reduce mature or dispersion
biofilms, which respond similarly to ane application of FDT. Interest.
ingly, when two applications of PDT were employed, blofilms in the
disperston phase were successfully inactivated when using phenathia.
zinium dyes in combination with SDS. It is worth noting that the
effectiveness of different phenothiazinlum dyes assocated with SDS
before biofilm formation was stmilar, while in the biofilm dispersion
phase, AB exhibited relatively lower effectiveness compared 10 other
dyes. The study also highlights the importance of optimizing PDT pa-
rameters, sch as light parameters and the number of sesstons, to
improve the antimicroblal efficacy against biofilms. However, further
research is needed to establish the optimal protocel for PDT In blofilm
eradication.
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