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RESUMO
Titulo: Sinteses, fotofisica e atividade fotodindmica de MCHC-clorina em Candida albicans.

As Candidiases séo a causa mais frequente de infecgdes fungicas humanas, sendo que a
Candida albicans, a espécie mais prevalente, em determinadas condicdes, torna-se
patogénica, aparecendo associada a varias situagdes patoldgicas. O elevado crescimento
do numero de infecgbes fungicas vem aumentando o interesse por terapias alternativas e
complementares que objetivam a acdo fungicida ou fungistatica, como a Terapia
Fotodindmica (TFD). Diante disso, objetivou-se verificar os fatores envolvidos na agao
fotodinamica in vitro sobre leveduras de Candida albicans, utilizando o fotossensibilizador
MCHC-Clorina. Foram reativadas cepas de C. albicans ATCC 60196 e realizada a
preparagao do inéculo fungico de acordo com a escala de mcFarland n° 0,5. Realizou-se
diluicdes seriadas até 10 3mL em solugdo salina a 0,5%. Posteriormente o indculo foi
cultivado em solugao derivada de clorina, MCHC-Clorina na concentragéo de 5,6umol.
Como fonte de luz foi utilizado um equipamento diodo laser de 660nm, poténcia de 50mW,
emissao de 0,04cm? em dose de 100J. As amostras foram divididas em diferentes grupos,
onde os grupos 1, 2 e 6 eram controles, e 3, 4 e 5, grupos testes, sendo este ultimo, o grupo
de estudo da agao fotodindmica. No grupo 1 n&o houve crescimento fungico e, no grupo 2,
houve crescimento do microrganismo. Nos grupos 3 e 4 (p<0,0001), que receberam a
terapia de forma incompleta, percebeu-se uma manutencao do crescimento de UFC’s. No
grupo 5, grupo que recebeu a Terapia Fotodinamica (TFD), houve total redugao do fungo a
partir do 15° minuto de irradiagédo com luz laser. No grupo 6 (p=0,507) que testou a agao
do farmaco Anfotericina B, percebeu-se reducdo das UFC’s, mas sem diferenca
estatisticamente significante quando comparada com o grupo 5. Diante dos resultados
expostos pode-se inferir que a Terapia Fotodindmica com uso do MCHC-Clorina na
concentragao de 5,6umol, é eficaz na redugao in vitro do fungo Candida albicans.

Palavras-chaves: Terapia fotodinamica. Clorina. Laser. Candida albicans.



ABSTRACT

Title: Synthesis, photophysics and photodynamic activity of MCHC-chlorin in Candida
albicans.

Candidiasis are the most frequent cause of human fungal infections, and Candida albicans,
the most prevalent species, under certain conditions, becomes pathogenic, appearing
associated with various pathological situations. The high growth in the number of fungal
infections has increased the interest in alternative and complementary therapies that aim at
fungicidal or fungistatic action, such as Photodynamic Therapy (PDT). In view of this, the
objective was to verify the factors involved in the in vitro photodynamic action on Candida
albicans yeasts, using the photosensitizer MCHC-Chlorin. C. albicans ATCC 60196 strains
were reactivated, and fungal inoculum was prepared according to the McFarland scale 0.5.
Serial dilutions were made up to 10*mL in 0.5% saline solution. Afterwards, the inoculum
was cultivated in chlorin-derived solution, MCHC-Chlorin at a concentration of de 5,6umol.
As light source it was used a laser diode equipment of 660nm, power of 50mW, emission of
0.04 cm? in dose of 100J. The samples were divided into different groups, where groups 1,
2 and 6 were controls, and 3, 4 and 5, test groups, being the latter, the study group of
photodynamic action. In group 1 there was no fungal growth and in group 2 there was growth
of the microorganism. In groups 3 and 4 (p<0.0001), which received the therapy
incompletely, perceived a maintenance of CFU growth. In group 5, a group that received
Photodynamic Therapy (PDT), there was a total reduction of the fungus from the 15th minute
of laser irradiation. In group 6 (p=0.507) that tested the action of the drug Amphoterin B,
there was a reduction of the CFU, but without statistically significant difference when
compared with group 5. Given the exposed results it can be inferred that the Photodynamic
Therapy with the use of MCHC-Chlorin at the concentration of 5,6umol is effective in
reducing in vitro the fungus Candida albicans.

Keywords: Photodynamic therapy. Chlorin. Laser. Candida albicans.
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1. INTRODUGAO

As Candidiases (Candida spp) sao as infec¢des fungicas humanas mais frequentes,
sendo que a Candida albicans, a espécie mais prevalente, em determinadas condigdes,
torna-se patogénica, aparecendo associada a varias situagcdes patoldgicas. A colonizagao
de diferentes tecidos por Candida spp pode levar a uma infecgao facilitada pela proliferacao
do microrganismo. Como consequéncias desta proliferagcao, as repercussdes podem variar
desde candidiase localizada benigna até infecgoes sistémicas letais. A alta biodiversidade
fenotipica de Candida spp e alteragéo do sistema imunoldgico do hospedeiro subjacente
ao comportamento variavel deste patdégeno oportunista pode resultar numa amplificagao
das propriedades invasivas (SIMOES et al., 2013).

As manifestagdes clinicas na candidiase apresentam grande diversidade, que vao
desde candidiase mucocutanea até candidiase invasiva ou sistémica. A candidiase
mucocuténea consiste em manifestagdes superficiais, apresentando as seguintes formas:
candidiase intertriginosa, onicomicose, candidiase oral, vulvovaginite, balanopostite e
candidiase mucocutanea crénica. Ja a candidiase invasiva ou sistémica caracteriza-se por
apresentar infecgbes profundas ou invasivas, podendo localizar-se em um 6rgéo ou
disseminar-se via sanguinea (candidemia). Manisfestam-se através de sintomatologia
cardiaca, digestiva, respiratoria, hepatica, renal, ocular, do sistema nervoso central, ou
disseminada, que é uma forma clinica de dificil tratamento (DIGNANI et al., 2009; PFALLER;
DIEKEMA, 2007).

Sobre as drogas antifungicas utilizadas no tratamento convencional das
candidiases, sabe-se que exercem agbes fungistaticas ou fungicidas, direta ou
indiretamente. Os antifungicos tém caracteristicas especiais quanto ao mecanismo de agéo,
via de administragcdo, acdo em micoses superficiais e, ou sistémicas, podendo ser
classificados com base no sitio-alvo e estrutura quimica, sendo que estes atuam em sua
maioria na membrana celular (azdis, anfotericina e nistatina), existindo também os que
atuam sobre a sintese dos &cidos nucleicos como fluocitosina e a griseofulvina (LACAZ;
NEGRO, 1991).

Quanto aos antifungicos sistémicos existentes, os mais comuns sao a anfotericina
B e os derivados azdlicos, na qual a agao fungistatica (neutralizagao do fungo) ou fungicida
(morte celular) é dependente da concentragéo da droga. O principal mecanismo de agao

dos azdlicos € a inibicdo da biossintese do ergosterol, que € importante para a integridade
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e a manutencao da fungdo da membrana celular dos fungos, acarretando alteragdes na
fluidez e permeabilidade da membrana citoplasmatica do fungo, prejudicando a captagao
dos nutrientes e, consequentemente, inibindo o crescimento fungico (NOBRE et al., 2002).

A anfotericina B ¢ indicada para formas graves de doenga invasiva, pertencendo ao
grupo dos poliénicos. Sao grandes moléculas que atuam na membrana celular fungica,
onde possui grande avidez pelo ergosterol, justificando sua especificidade (RANG et al.,
2011; CHUDZIK et al., 2015). No entanto, a anfotericina B esta sendo cada vez menos
utilizada porque sua administragao intravenosa oferece algum nivel de toxicidade renal,
cardiovascular, neuroldgica e gastrointestinal. Em casos de candidiase sistémica grave por
disseminagao de Candida, foi descrita na literatura, resisténcia a anfotericina B. Destarte,
os farmacos de primeira escolha quando se opta por um antifungico sistémico, sao
derivados azodlicos como o itraconazol e o fluconazol, ambos administrados por via oral,
uma vez que apresentam poucos efeitos colaterais, sendo considerados seguros e eficazes
(SIMOES et al., 2013).

Com o aumento da frequéncia de uso de fluconazol, muito utilizado na profilaxia de
infec¢des fungicas em pacientes imunodeprimidos, foram relatados casos de resisténcia a
diferentes cepas de Candida, além de C. cruzi e C. glabrata (SIMOES et al., 2013). Desse
modo, o elevado crescimento do numero de infecgbes fungicas vem aumentando o
interesse por terapias alternativas e complementares que objetivam a agao fungicida ou
fungistatica. Por este motivo a Terapia Fotodinamica (TFD) tem atraido o interesse cientifico
por se tratar de uma técnica nao invasiva e pelas suas propriedades microbicidas e
cicatrizantes (PERUSSI, 2007).

Este método combina um fotossensibilizador (Fs) ndo toxico com luz visivel, em
comprimento de onda adequado, para excitar o Fs ao seu estado tripleto reativo. Este, por
sua vez, resulta em uma sequéncia de processos fotoquimicos e fotobioldgicos, gerando
espécies reativas de oxigénio (EROS), tais como oxigénio singlete ('O2) e superoxido,
considerados toxicos para as células, causando a morte do microrganismo que se encontra
ligado ao Fs (PERUSSI, 2007).

Atualmente, muitos Fs estdo sendo testados e utilizados como agentes
antimicrobianos. Os fotossensibilizadores sao classificados em duas geracbes. A 22
geracao, como exemplo, as clorinas, surgiu para tentar amenizar alguns problemas que a
12 geragao apresentava como: prolongada sensibilidade cutanea, baixa seletividade pelo
tecido tumoral e a banda de absorgéao fraca onde a droga é fotoativada, ndo se encontrando
na regiao ideal do espectro, regiao do vermelho (RIBEIRO et al., 2007).
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Nos ultimos anos, a TFD tem sido proposta como um tratamento alternativo para
infecgcdes bacterianas e fungicas localizadas, as quais sao resistentes aos antibioticos
convencionais (TEGOS et al., 2008; ROSA et al., 2015). A TFD, originalmente aplicada no
tratamento de alguns tipos de cancer de pele, tem se desenvolvido no tratamento de
infec¢des bacterianas e fungicas, caracterizando-se como uma importante terapéutica na
inativagao de varios microrganismos patogénicos, incluindo isolados clinicos resistentes as
drogas (COSTA et al., 2011). A resisténcia microbiana aos antifungicos € um fendmeno em
crescimento, o que faz da TFD uma ferramenta promissora, uma vez que ela induz danos
na membrana, no DNA e nas mitocondrias (DONNELLY et al., 2008; MIMA et al., 2012).
Constitui, assim, uma modalidade terapéutica alternativa no tratamento de processos
infecciosos, muitos dos quais sao resistentes ao tratamento convencional.

Devido a sua grande relevancia na atualidade, as Candidiases sao motivo de
grande preocupacéo para orgaos publicos de saude em todo o mundo. Ha uma crescente
preocupagao em desenvolver pesquisas que tragam maiores possibilidades terapéuticas
no tratamento das mais variadas formas de manifestagdes patoldgicas do fungo Candida
albicans. Por esta razao, buscou-se estudar a eficacia da terapia fotodinamica utilizando
um novo fotossensibilizador derivado de clorina, a MCHC-Clorina, como uma alternativa de
tratamento que n&o promova resisténcia do microrganismo, minimizando as chances de
recidivas. Nesse sentido verificar a agao fotodinamica e alguns fatores envolvidos, frente a
Candida albicans, utilizando-se o fotossensibilizador MCHC-Clorina, denota-se como algo
relevante na busca de opgdes terapéuticas no tratamento das Candidiases.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas gerais da Candida albicans

As leveduras do género Candida sao microrganismos eucariéticos desprovidos de
pigmentos fotossintetizantes que possuem parede celular composta basicamente por
quitina e membrana plasmatica fosfolipidica que contém varios esteréis, com predominio
do ergosterol. A nutricao é feita a partir de fontes de carbono absorvidas do ambiente, ja
que a sua parede celular é rigida e nao permite a realizagao da fagocitose (AGUIAR, 2007).
Do ponto de vista taxonémico, cerca de 200 espécies de Candida estdo descritas
pertencentes ao Reino Fungi, divisao Eumycota, subdivisdo Deuteromycotina, classe
Blastomycetes e Familia Cryptococcaceae, embora algumas espécies estejam agrupadas
na subdivisdo Ascomycotina (MALUCHE; SANTQOS, 2008; RIBEIRO, 2008).

Apenas 10% destas leveduras sao reconhecidas como agentes etioldgicos em
infecgdes humanas, que geralmente sao caracterizadas como oportunistas comensais da
superficie de mucosas e pele de seres humanos e de outros animais (ALLE; RENDE; OKUR,
2010). Cerca de 20 a 50% da populagao carreia Candida na cavidade bucal. A espécie C.
albicans representa 60 a 90% dos isolados, C. tropicalis cerca de 7%, outras espécies como
C. krusei, C. guillermondii, C. glabrata e C. parapsilosis séo evidenciadas em menor
frequéncia (MAGDALENA; PERRONE, 2001; LACAZ; NEGRO, 1991; MARTINS et al.,
2002; RIBEIRO, 2002; SCHERMA, 2004; URIZAR, 2002).

Candida albicans é a espécie de maior relevancia em fungdo da sua prevaléncia
tanto em hospedeiros higidos como aqueles com alguma alteragdo de base ou
comprometimento imunitario (VALLE; RENDE; OKURA, 2010; BARBEDO; SGARBI, 2010;
SUZUKI, 2009). Esta levedura esta amplamente distribuida na natureza, ocupando
diversos habitats, ao contrario de outras espécies do género de distribuicdo limitada
(ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007).

Considerando aspectos microbioldgicos, a Candida albicans (figura 1) é
caracterizada primariamente pela morfologia colonial uUmida, cremosa e com odor
especifico, de aspecto liso ou rugoso e coloragao branco-amarelada em meio de cultura
Agar Sabouraud, formagéo de tubo germinativo, assimilagdo de carbono e capacidade
fermentativa. Seu crescimento é favorecido em temperaturas variando entre 20°C e 38°C.
O pH acido favorece sua proliferacdo sendo que a faixa ideal de pH varia de 2,5 até 7,5.

Microscopicamente as células leveduriformes sao de formato esférico, ovoide ou alongado,
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medem de 3 a S5um de didmetro e apresentam-se como gram-positivas em preparagdes
coradas por esta técnica (RIBEIRO, 2008; ANDRADE, 2006; BARBIERI, 2005).
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- !

e
Figura 1 — Candida albicans em forma de levedura. A seta longa indica levedura com brotamento. A seta
curta indica a membrana externa de uma célula epitelial vaginal. Na coloragdo de Gram de uma amostra,

diferentes bactérias que fazem parte da microbiota normal da vagina podem ser observadas.
Fonte: Levinson, 2016.

C. albicans é uma levedura comensal facilmente encontrada na mucosa bucal, trato
gastrointestinal, trato urogenital e pele de seres humanos desde o nascimento, mas em
circunstancias excepcionais, quando ocorre uma ruptura do equilibrio biolégico devido a
fatores predisponentes (patoldgicos, fisiolégicos, imunoldgicos e mecanicos), pode haver
um aumento na multiplicagéo e invasao dos tecidos por estes microrganismos, ocasionando
infeccbes denominadas candidiases (VALLE; RENDE; OKURA, 2010; MARTINS et al.,
2002; SUZUKI, 2009).

A levedura esta muito bem adaptada ao corpo humano e pode coloniza-lo sem
produzir sinais de doenga (ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007; RIBEIRO, 2007).
Esta relacado de equilibrio entre Candida e o hospedeiro & propiciada pela manutencao da
integridade das barreiras teciduais, pela relagdo harménica da microbiota autéctone e pelo
funcionamento adequado do sistema imunoldgico humano. Em contrapartida, o fungo, por
sua parte, expressa de forma equilibrada a sua capacidade de aderéncia e de produgao de
enzimas e toxinas (VIEIRA, 2005).

2.2Parede celular da Candida albicans

As células de Candida albicans possuem a parede celular composta de
aproximadamente 80 a 90% de polissacarideos de glicose com ramificagbes e ligagdes [3-
1,6 e B-1,3. Moléculas de N-acetil-D-glicosamina ligadas a quitina contendo ligagdes 3-1,4
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e polimeros de manose ligados covalentemente as manoproteinas, também sao
encontradas na composi¢ao desta estrutura, além de proteinas (6 a 25%) e pequenas
quantidades de lipidios (BASMACIYAN et al., 2019).

Sabe-se que o arranjo molecular esta disposto em camadas, entretanto, ainda nao
ha consenso sobre a quantidade de camadas existentes. O aparecimento destas camadas
€ variavel e parece estar relacionado especificamente a cepa examinada, as condicoes de
crescimento, a morfologia e a preparagao das amostras (WALKER; WHITE, 2017). Os
polissacarideos microfibrilares de glicana e quitina sdo os componentes que dao rigidez a
estrutura da parede e parecem estar mais concentrados na camada interna da parede
celular, adjacente a membrana plasmatica. Em contraste, as proteinas e manoproteinas
parecem ser dominantes na camada mais externa da parede celular, embora elas também
estejam presentes em toda parede celular. Algumas das proteinas podem estar
covalentemente ligadas a glicanas (NETEA et al., 2008).

Evidéncias citoquimicas e estudos citoldgicos indicam que a sobreposicdo das
camadas da parede celular parece estar relacionada com a distribuicdo das manoproteinas
em varios niveis dentro de sua estrutura. De uma maneira geral, a estratificagdo da parede
celular nao é resultante de diferencas qualitativas dos componentes individuais e sim de
diferengas quantitativas nas proporgoes das glicanas, quitina e manoproteinas em cada
camada (REYNA-BELTRAN et al., 2019).

2.3Fatores de viruléncia da Candida albicans

Os microrganismos expressam mecanismos que permitem a colonizagdo ou
infeccao no hospedeiro e neste contexto, muitos patégenos incluindo Candida, expressam
uma série de estratégias especificas para se estabelecer, colonizar, causar a doenga e
superar as defesas de hospedeiros susceptiveis (NAGLIK; CHALLACOMBE; HUBE, 2003).
Os fatores de viruléncia de C. albicans aumentam a eficacia no desenvolvimento de
infecg¢des localizadas em mucosas ou sistémicas dependendo do estagio e da natureza da
resposta do hospedeiro. Geralmente, estes processos infecciosos sao favorecidos pela
ruptura do equilibrio parasita-hospedeiro. Aderéncia, polimorfismo, variabilidade fenotipica,
producdo de enzimas extracelulares e toxinas constituem os principais fatores descritos
deste fungo que conferem a habilidade de colonizar e posteriormente causar a infecgéao
(HOFS; MOGAVERO; HUBE et al., 2016).
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2.3.1 Aderéncia

Ambos, processo infeccioso e colonizagao, iniciam-se com a aderéncia da levedura
nas células epiteliais. A presenca de receptores especificos na membrana citoplasmatica é
necessaria para a fixagao e penetragao intracelular do fungo (MAGDALENA; PERRONE,
2001). A adeséo as superficies celulares do hospedeiro € influenciada por fatores como a
formacgao do tubo germinativo, disponibilidade de carboidratos, pH, temperatura, produgao
de fosfolipases, de proteases e de outras enzimas extracelulares (VIDOTTO et al., 2003).
A adesao das células de Candida € um fendmeno complexo e multifatorial que se baseia
na expressao de diversos tipos de adesinas nas superficies de células modificadas
morfologicamente. Além disso, a habilidade em formar biofiime sobre as células do
hospedeiro € uma caracteristica marcante deste patdogeno e resulta numa estabilidade na
aderéncia do fungo aos tecidos (KHAN et al., 2010). O mecanismo de aderéncia envolve
glicoproteinas, proteinas do tipo lectinas que apresentam a capacidade de identificar varios
tipos de agucares e receptores para a fragao C3b do sistema complemento e, por parte do
hospedeiro, receptores celulares para as adesinas de Candida como fibrina, fibronectina e
laminina, que favorecem a colonizagao da matriz extracelular (RIBEIRO, 2008).

2.3.2 Polimorfismo

As espécies de Candida spp. podem reproduzir-se por gemulagao, dando a célula
uma forma oval caracteristica das leveduras ou podem crescer sob a forma filamentosa
através da produgao de tubos germinativos resultando numa conversao da forma de
levedura para um crescimento em forma de micélio, com producgao de hifas e pseudohifas
(figura 2) (CARDOSO, 2004).

A habilidade de alternar entre a forma unicelular de levedura e a forma filamentosa
€ conhecida como dimorfismo. Alguns autores tém proposto a utilizagdo do termo
polimorfismo para designar esta propriedade, visto que existem formas celulares
intermediarias entre a levedura e a hifa (GOW et al., 2012).

A formagao de micélio por Candida spp. tem sido relacionada com o aumento da
viruléncia em decorréncia da variabilidade antigénica da superficie e do formato micelial
que favorece maior aderéncia, dificultando a fagocitose extra e intracelular pelo sistema
imune (RIBEIRO, 2008). As células leveduriformes, quando fagocitadas por macréfagos e
neutréfilos, produzem hifas e secretam proteases associadas as hifas que matam estas
células fagociticas (KHAN et al., 2010). As hifas tém maior capacidade de aderir e penetrar
nas células epiteliais humanas do que os blastoconidios. Na forma de hifa, Candida
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albicans é invasiva e patogénica, enquanto na forma de levedura € comensal e nao
patogénica (ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007).

Pseudo-hifa —f

Pseudo-hifa

/ Levedura com

kTubo germinativo

Figura 2 — Polimorfismo da Candida albicans. A: Leveduras em brotamento e pseudo-hifas em tecidos ou
exsudatos. B: Pseudo-hifa e clamidésporos em cultura a 20°C. C: Tubos germinativos a 37°C.
Fonte: Levinson, 2016.

2.3.3 Variabilidade fenotipica

A variabilidade fenotipica é expressa pelo fenbmeno de switching, além disso pode
ser caracterizada pela alta frequéncia, reversibilidade e por demonstrar diferencas nas
propriedades de superficie celular de C. albicans e nos aspectos morfolégicos das colbnias
fungicas. Como consequéncia, leva a alteracdao na aderéncia as células epiteliais, na
suscetibilidade antifungica e na atividade fungicida de neutrdfilos (RIBEIRO, 2008). As
colénias mudam sua aparéncia e assumem diferentes formas, incluindo forma lisa, aspera,
forma de estrela, pontiaguda, enrugada e distorcida (KHAN, 2010; KULETA; KOZIK; KOZIK,
2009).

O switching é reversivel, ocorre espontaneamente em estado de estresse e resulta
em mudancas no comportamento da superficie da célula, aparéncia da col6nia e
metabolismo, atributos bioquimicos e moleculares para se tornar mais virulenta e eficaz
durante a infecgao (KHAN, 2010)

Mudanca fenotipica € uma parte muito importante da adaptabilidade do patégeno
para a mudanga de ambiente durante a invasdo do organismo humano. A capacidade de
infectar muitos tecidos é fundamental para o sucesso do ataque e disseminacgao dentro do
hospedeiro (KULETA; KOZIK; KOZIK, 2009).
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2.3.4 Producgao de exoenzimas

Varias substancias produzidas por C. albicans tém sido associadas a infeccao e
sdo consideradas como fatores de viruléncia (ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO,
2007). Dentre as diversas enzimas produzidas, destacam-se as proteases e as fosfolipases,
capazes de promover a destruicao nas membranas celulares das células hospedeiras. As
fosfolipases degradam os fosfolipidios da membrana plasmatica das células do hospedeiro,
alteram as caracteristicas da superficie dessas células, facilitando a aderéncia e,
consequentemente, a infecgdo. As proteases hidrolisam ligagdes peptidicas das proteinas
presentes nas células do hospedeiro (AGUIAR, 2007).

A producao de fosfolipase é considerada um fator importante para o processo de
infec¢ao. Essa enzima normalmente se encontra localizada na superficie da levedura e na
extremidade do tubo germinativo e atua hidrolisando os fosfolipideos em lisofosfolipideos
que causam dano a célula epitelial. Este atributo & especifico de C. albicans, a qual
apresenta esta atividade intensificada durante a invasao tecidual (KULETA; KOZIK; KOZIK,
2009; ZARDO; MEZZARI, 2004).

As proteases desempenham um papel importante na degradacdo dos
componentes da mucosa como o colageno e a queratina, assim como de componentes do
sistema imunoldgico como citosinas e anticorpos, facilitando a invasao dos tecidos do
hospedeiro (OMBRELLA; RAMOS; RAMOS, 2008).

2.3.5 Producao de toxinas

As toxinas produzidas por este fungo podem ser divididas em dois grandes grupos,
o primeiro inclui a glicoproteina-canditoxina, uma toxina de alto peso molecular, e o segundo
engloba as toxinas de baixo peso molecular (MAGDALENA; PERRONE, 2001). A produgao
de substancias toxigénicas, tais como as toxicoglicoproteinas e canditoxinas, ocorre
durante o processo infeccioso por espécies de Candida. Estas toxinas provocam, em
determinadas concentracdes, a morte de animais de laboratério, suscitam a produgao de
anticorpos e podem ser neutralizadas por acao de toxdides, demonstrando a sua
importancia como elemento integrante do mecanismo de infecg¢ao fungica (RIBEIRO, 2008).

2.4Producao de biofilme por Candida albicans
Um dos principais mecanismos de viruléncia deste fungo é a sua versatilidade de

adaptacao e capacidade de adesao em sitios variados, principalmente, a formacao de



comunidades microbianas aderidas a diversas superficies, denominadas biofilmes
(SUZUKI, 2009).

O biofiime &€ uma comunidade microbiana caracterizada pela organizagéo de
células que estao irreversivelmente aderidas a um substrato ou interface e embebidas em
uma matriz extracelular de substancias poliméricas que as préprias células produzem. Os
biofilmes podem se formar em uma grande variedade de superficies, incluindo tecidos vivos,
dispositivos médicos, sistema de tubulacdo de agua potavel, ambientes industriais e
sistemas aquaticos naturais (DONLAN; COSTERTON, 2002).

Geralmente os biofilmes sao constituidos por células microbianas que exibem um
fendtipo alterado com respeito a taxa de crescimento e transcricdo de genes quando
comparadas as células livres e pela substancia extracelular polimérica, também
denominada matriz extracelular que pode corresponder de 50% a 90% do total de carbono
organico do biofilme e ser considerada como a estrutura mais abundante no biofilme,
podendo variar de acordo com suas propriedades quimicas e fisicas, mas € composta
principalmente de polissacarideos (DONLAN; COSTERTON, 2002).

O processo de desenvolvimento destas comunidades ocorre em trés fases e dura
aproximadamente de 24 a 48 horas. Na fase inicial, as células planctbénicas, na forma de
levedura aderem a superficie do substrato. Apdés a aproximacgao das células, ocorre a
interacao destas com superficies hidrofébicas e eletrostaticas. A producao de adesinas pela
levedura e a aderéncia de plaquetas e fibrinas do hospedeiro ao substrato ajudam ainda
mais na adesao primaria. Na fase secundaria as células aderidas proliferam formando
microcolénias e comegcam a produzir a matriz extracelular. Neste momento existe o
aparecimento de mecanismos de comunicagao intercelulares que levam a uma expressao
diferencial de genes. Esses genes sao responsaveis na transigao de leveduras para hifas,
na arquitetura da parede celular e na coesividade do biofilme dada pela matriz. E por ultimo,
guando as células comegam a se confluirem, a rede formada comeca a ser constituida de
uma transigao de células diferenciadas em pseudohifas, hifas e leveduras, tudo envolvido
pela matriz extracelular polimérica e promovendo um crescimento tridimensional (SUZUKI,
2009).

O crescimento do biofilme esta limitado pela existéncia de nutrientes no meio
ambiente e pela difusdo desses mesmos nutrientes através da matriz do biofilme, bem
como pela liberagao de residuos (CARDOSO, 2004).
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2.4.1 Biofilme como fator de viruléncia

Estas comunidades microbianas assumem grande importancia no contexto clinico
porque estao associadas a persisténcia dos microrganismos nos processos infecciosos. As
células que crescem em biofilmes apresentam caracteristicas fenotipicas diferentes das
células em suspensao, notadamente um aumento de resisténcia aos antifungicos e as
defesas do hospedeiro (DONLAN; COSTERTON, 2002).

As maiores vantagens dos microrganismos se organizarem nestas comunidades
consistem na maior capacidade de captagdao de nutrientes, no favorecimento de um
crescimento mais ordenado e na maior protecao contra radiagdes UV, fagocitose,
desidratagéo e resisténcia a antifungicos (SUZUKI, 2009).

Os mecanismos responsaveis pela resisténcia a antifungicos estéao relacionados
com limitagbes difusionais da passagem do agente antimicrobiano pela matriz extracelular,
com alteragbes fenotipicas das células no biofilme e ainda com o desenvolvimento de
mecanismos de resisténcia por alteragcao do genétipo das células (CARDOSO, 2004). Outro
mecanismo proposto para a resisténcia do biofilme aos agentes antimicrobianos é que as
células associadas ao biofilme crescem significantemente mais devagar do que as células
planctdnicas e, como consequéncia, captam os agentes antimicrobianos mais lentamente
(DONLAN; COSTERTON, 2002).

A adesao e formacgao de biofilme sobre os dispositivos médicos representa um
grave problema na medicina. Nas ultimas décadas, a incidéncia de infec¢goes microbianas
correlacionadas com a formagéao de biofilme chega a 65% dos casos. Todas as variantes
morfoldgicas conhecidas (leveduras, pseudohifas e hifas) podem crescer em biofilme e
geralmente expressam propriedades diferentes das suas respectivas células planctbnicas.
A produgéao de proteases € maior durante a formagao de biofilme. Além disso, as células de
C. albicans expressam diversos genes que influenciam na patogenicidade e os produtos
desses genes participam nos mecanismos de adesao, sintese de carboidratos, resisténcia
as drogas como as bombas de efluxo, por exemplo e no quorum sensing, caracterizado
como um mecanismo de comunicagao intra e interespécies microbianas que possibilita aos
microrganismos expressarem alteragoes fenotipicas marcantes quando estes se encontram
em altas densidades populacionais (KULETA; KOZIK; KOZIK, 2009).

2.5Manifestacoes clinicas da Candidiase
Candida albicans faz parte da microbiota normal em cerca de 50% dos individuos
(NOBILE; JOHNSON, 2015). As infecgbes tém varias manifestacoes clinicas, desde
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disturbios mucocutaneos superficiais até uma infecgao invasiva que afeta multiplos érgaos
(NAGLIK; CHALLACOMBE; HUBE, 2003).

2.5.1 Candida albicans na cavidade oral

A candidiase ¢é a infecgao fungica mais comum na cavidade oral e é causada por
espécies de Candida. Pensava-se anteriormente que 35% a 80% da populacdo sao
portadores de Candida oral. Pesquisas recentes usando métodos de detecgdao molecular
sugerem que espécies de Candida spp. sao encontradas em todos os seres humanos como
parte da flora oral normal (LEWIS; WILLIAMS, 2017; PETERS; WU; HAYES; AHN, 2017).
A espécie mais comum em bocas infectadas e saudaveis € Candida albicans, e estima-se
que seja encontrada em mais de 80% dos isolados de fungos orais. Outros tipos de Candida
presentes na boca sao C. glabrata, C. dubliniensis, C. parapsilosis, C. krusei e C. tropicalis
(LEWIS; WILLIAMS, 2017; SAV; ALTINBAS; BESTEPE DURSUN, 2020; ASLANI et al.,
2018; RAFIQ, 2020).

Varios fatores sistémicos, locais, hereditarios e ambientais levam a disturbios na
homeostase oral. Consequentemente, ocorre a transicéo da flora normal para o patégeno
e uma infecgdo oportunista ocorre. As alteragdes levam ao crescimento excessivo de
Candida ou a uma alteragao na expressao de seus fatores de viruléncia (LEWIS; WILLIAMS,
2017; ZDANAVICIENE et al., 2017). Os fatores predisponentes locais mais comuns para a
candidiase sdo a ma higiene bucal, uso de proteses removiveis, aparelhos ortoddnticos e
obturadores, xerostomia (boca seca), tabagismo, uso de inaladores de esteroides, dieta rica
em carboidratos e doencas da mucosa oral. Os fatores predisponentes sistémicos descritos
sao idade (os grupos de risco séo idosos e recém-nascidos), gravidez, antibioticoterapia,
corticoterapia sistémica, doengas como tumores e sua terapéutica, doengas do aparelho
digestivo, deficiéncias nutricionais (déficit de ferro, acido folico e vitaminas), endocrinopatia
(diabetes, hipotireoidismo, hipoparatireoidismo), doengas autoimunes, HIV e
imunodeficiéncias primarias (BAUMGARDNER, 2019; SERRANO et al., 2020; SURYANA;
SUHARSONO; ANTARA, 2020).

Na infecgao pelo HIV/AIDS, a candidiase € um sinal precoce de imunodeficiéncia e
pode indicar o estado imunoldgico e a progressao da doenga nesses pacientes (SURYANA,;
SUHARSONO; ANTARA, 2020; DU et al., 2020).

A candidiase oral tem uma ampla gama de manifestagbes clinicas. Portanto, ha
uma divisao em candidiase primaria, quando a infecgdo acomete apenas a cavidade oral e

regido perioral; e candidiase secundaria, quando a infec¢gao ocorre como parte de doenga
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sistémica. A mucosa ja esta alterada e apta para infecgao e lesdes associadas a Candida
spp. De acordo com suas caracteristicas clinicas, que incluem mudanca de cor, a
candidiase é frequentemente dividida em branca e vermelha (BAUMGARDNER, 2019;
HELLSTEIN; MAREK, 2019). A forma primaria inclui quatro condigbes diferentes:
candidiase pseudomembranosa, candidiase eritematosa aguda, candidiase eritematosa
crbnica e candidiase crbnica hiperplasica ou nodular.

A candidiase pseudomembranosa (figura 3) é a forma mais comum e é
caracterizada por manchas ou placas brancas na mucosa oral que podem ser facilmente
descoladas por raspagem suave, pois apenas a camada superior do epitélio da mucosa
esta infectada. A possibilidade de remogéo € um recurso diagndstico diferencial aceito que
distingue esta forma de candidiase de outras acumulag¢des brancas na boca. Geralmente
ocorre em recém-nascidos (com probabilidade de serem infectados pelo canal do parto),
individuos anémicos e imunodeficientes (HIV, diabetes, malignidade), pacientes em terapia
com esterdides tdpicos e aqueles com xerostomia. As lesdes podem ser localizadas e
generalizadas, acometendo mais comumente a lingua, mucosa bucal, palato mole e duro.
Muitas vezes é acompanhada por disturbios do paladar e um sabor desagradavel na boca
(LEWIS; WILLIAMS, 2017; BAUMGARDNER, 2019; HELLSTEIN; MAREK, 2019; MILLSOP;
FAZEL, 2016).

Figura 3 - Candidiase pseudomembranosa. Multiplas placas brancas no palato mole.
Fonte: Neville et al., 2009.

A candidiase eritematosa aguda (figura 4) ocorre como efeito colateral da terapia
sistémica com antibidéticos de amplo espectro e imunossupressores e corticosteroides,
alterando, consequentemente, a flora da cavidade oral. Manifesta-se clinicamente como
uma lesao avermelhada dolorosa no dorso da lingua, e frequentemente ha despapilagao
da lingua, com sintomas de queimacao e alteragdes do paladar (LEWIS; WILLIAMS, 2017;
BAUMGARDNER, 2019; HELLSTEIN; MAREK, 2019).

27



Figura 4 - Candidiase eritematosa aguda. As areas desnudas irregulares (ndo as areas brancas) da
superficie dorsal da lingua representam a candidiase eritematosa. O paciente havia usado um antibiético de
amplo espectro.

Fonte: Neville et al., 2009.

A candidiase eritematosa cronica (figura 5) também é conhecida como estomatite
protética ou palatite protética. E tipico para pacientes que usam préteses méveis de acrilico
e €& mais comumente encontrado no palato em pessoas com proteses totais. O
aparecimento da doenga € facilitado pela ma higiene oral e higiene inadequada das
proteses. As lesGes na mucosa sao vermelhas e limitadas as areas cobertas pela
substituicdo protética, as vezes acompanhadas de sensagao de queimagao, mas muitas
vezes sao assintomaticas e detectadas apenas pelo exame odontolégico (LEWIS;
WILLIAMS, 2017; BAUMGARDNER, 2019; HELLSTEIN; MAREK, 2019; O'DONNELL et al.,
2015; GAD; FOUDA, 2020).

Figura 5 - Candidiase eritematosa cronica. A: Protese superior com selamento palatino incompleto
associada a hiperplasia tecidual na linha média. B: A area da mucosite corresponde ao contorno da protese.
Fonte: Neville et al., 2009.
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A candidiase hiperplasica crénica (figura 6) também é chamada de leucoplasia por
Candida. Ao contrario da forma pseudomembranosa, esses depdsitos brancos ndo podem
ser removidos por raspagem leve. Caracteriza-se pela infiltragdo profunda do tecido da
cavidade oral pelas hifas do fungo. Mais comumente, € encontrado nas partes laterais da
lingua e mucosa oral. Os clusters podem ser homogéneos ou heterogéneos. Lesdes

heterogéneas sao condigbes pré-cancerosas porque sao um fator predisponente para

transformagao maligna (LEWIS; WILLIAMS, 2017; HELLSTEIN; MAREK, 2019).

Figura 6 - Candidiase hiperplasica. Esta lesao na regido anterior da mucosa jugal lembra clinicamente uma
leucoplasia, por ser uma placa branca que ndo pode ser removida pela raspagem.
Fonte: Neville et al., 2009.

Entre as doencas secundarias e outras relacionadas a Candida, é importante citar
queilite angular, glossite romboide mediana e candidiase mucocutanea cronica (CMC)
(LEWIS; WILLIAMS, 2017; HELLSTEIN; MAREK, 2019).

Verificou-se também que os fatores de suscetibilidade diferem significativamente
entre candidiase gastrointestinal/vulvovaginal e infecgées por CMC. Os primeiros sao muito
mais dependentes de fatores microambientais, como nutrientes locais, pH, acidos biliares
e flora comensal local. Ao mesmo tempo, o sequenciamento gendmico de pacientes com
CMC revelou defeitos de imunidade do tipo 3, mais especificamente nas vias da
Interleucina-17 (IL-17) (KUMAMOTO, 2011; CASSONE, 2015; KASHEM; KAPLAN, 2016).
Descobriu-se que as células T auxiliares (Th17) tém um papel critico na defesa imunoldgica
contra Candida, mas também um papel consideravel contra outros micrébios (NG et al.,
2010; SOLTESZ et al., 2015). Até 80% dos pacientes com CMC de inicio na infancia
desenvolvem infecgdes recorrentes ou graves com outros organismos que nao Candida,
incluindo infecgbes cutaneas por dermatofitos e septicemia bacteriana ocasional
(KIRKPATRICK; HILL, 2001; BOLOGNIA; SCHAFFER; CERRONI, 2018).
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Além da mucosa, Candida spp. estao presentes em todas as superficies dentarias
(esmalte, dentina e cemento). O fungo cresce em rachaduras e sulcos do esmalte e pode
penetrar através dos tubulos dentinarios abertos, desempenhando um papel significativo
nas infecgdes orais (CHEVALIER; RANQUE; PRECHEUR, 2018; SALEHI et al., 2020).

O tratamento de infecgdes orais leves a moderadas causadas por C. albicans
geralmente consiste em antifungicos aplicados topicamente no interior da cavidade oral por
7 a 14 dias, como exemplo clotrimazol, miconazol ou nistatina. Para infec¢coes graves, o
farmaco antifungico mais comumente utilizado é fluconazol, administrado por via oral ou
intravenosa (CDC, 2021).

2.5.2 Candida albicans em Gastroenterologia

Pensa-se que os seres humanos sao portadores de C. albicans por natureza, € o
trato gastrointestinal € um dos principais estoques do organismo. Esta espécie é o patdogeno
oportunista mais comum entre os fungos e pode causar doengas que variam de infec¢oes
superficiais a invasivas e com risco de vida (MISHRA; KOH, 2018). A entrada de C. albicans
na corrente sanguinea e o desenvolvimento de candidiase disseminada ocorrem
principalmente apdés uma infec¢ao invasiva do sistema gastrointestinal (BASMACIYAN,
2019; TONG; TANG, 2017; ZHU; FILLER, 2010). Os principais fatores de risco que
promovem a transigao de C. albicans de um organismo comensal ou simbiético para um
organismo patogénico sao disbiose da microbiota residencial, disfungdo imunolégica e
danos a barreira muco-intestinal (ALLERT et al., 2018).

Pelo menos um dos quatro eventos € necessario para candidiase disseminada:
invasédo direta de células epiteliais em capilares e vasos sanguineos, translocacgao indireta
de células de C. albicans fagocitadas por células imunes do hospedeiro, dano direto de
barreiras mucosas e disseminacdao de biofilmes fungicos (NOBILE; JOHNSON, 2015;
ALLERT et al., 2018).

O tipo mais comum de esofagite infecciosa causada por fungos é a candidiase
esofagica causada por C. albicans (figura 7) (ROBERTSON; NAGRA; MEHTA, 2013;
MOHAMED; LU; MOUNMIN, 2019). O risco de infeccdo existe em pessoas
imunossuprimidas (AIDS, neoplasias hematoldgicas, pacientes transplantados) e em
pacientes com comorbidades como diabetes, consumo de alcool e tabagismo,
antibioticoterapia, glicocorticoides, quimioterapia, radioterapia, lesdo esofagica superior e
idade avangada (ROBERTSON; NAGRA; MEHTA, 2013; MOHAMED; LU; MOUNMIN, 2019;



ROSOLOWSKI; KIERZKIEWICZ, 2013; ALSOMALI et al., 2017; HOVERSTEN; OTAKI,
KATZKA, 2019).

Figura 7 - Candidiase esofagica. Presenca de placas de coloragédo branca a amarelo claro na mucosa vista
por imagens endoscadpicas.
Fonte: Robertson et al., 2022.

O quadro clinico pode ser assintomatico, mas € mais comumente manifestada por
odinofagia aguda, disfagia e dor atras do esterno (ROSOLOWSKI; KIERZKIEWICZ, 2013;
MUSHI et al., 2018). As imagens endoscépicas apresentam placas de coloragao branca a
amarelo claro na mucosa, que nao podem ser lavadas e, apds sua remocao, a mucosa fica
vermelha e ulcerada (MOHAMED; LU; MOUNMIN, 2019; ROSOLOWSKI; KIERZKIEWICZ,
2013). A candidiase esofagica, ao contrario da orofaringe, deve sempre ser tratada com
antifungicos sistémicos em vez de topicos. Trés grupos de medicamentos podem ser
usados na terapia: nistatina, anfotericina B e antifungicos azdlicos (mais comumente
fluconazol), onde a escolha depende do grau de imunossupressao (MOHAMED; LU;
MOUNMIN, 2019; HOVERSTEN; KAMBO; KATZKA, 2018). Esofagite causada por C.
albicans é na maioria das vezes superficial, mas complicacdes € invasao com disseminacao
hematogénica (fungemia) também sao possiveis e podem posteriormente levar a infeccao
de outros 6rgdos (MOHAMED; LU; MOUNMIN, 2019).

Doengas fungicas do gastroduodeno sdo menos comumente relatadas. Geralmente
ocorrem como infecgao secundaria de individuos com tumores nesta area e infiltram Ulceras
benignas ou malignas com capacidade reduzida de cicatrizagdo. Endoscopicamente,
parece um depdsito branco ou acinzentado que se separa facilmente da mucosa e esta
localizado na base da Ulcera, que se resolve através de terapia antiulcera (CASTELO
BRANCO et al., 2017)

A possivel infecgao intestinal pode ser superficial quando a invasao é limitada a

mucosa e submucosa, mas também pode ser profunda, onde a penetracao € ilimitada,
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ocorrendo destruigao tecidual e perfuracao da parede intestinal ou disseminacgao para locais
distantes. As infec¢des fungicas sdo mais comumente associadas a doenga inflamatéria
intestinal (DII). Os fatores predisponentes sao danos na mucosa, causados principalmente
por cirurgia e quimioterapia, e fungao de neutrdfilos prejudicada devido a terapia tumoral ou
uso prolongado de glicocorticoides. Ao administrar TNFa, deve-se suspeitar de C. albicans
se as infeccoes forem detectadas precocemente durante o tratamento da DIl
(STAMATIADES et al., 2018)

Ainteragao de C. albicans como patdégeno com a mucosa intestinal ocorre na forma
de adesao, invasao, dano e apoptose. O principal papel na infeccao e, consequentemente,
na patogenicidade, € desempenhado por substancias secretadas pelas hifas (TONG; TANG,
2017; ALLERT et al., 2018; MOYES; RICHARDSON; NAGLIK, 2015).

O aumento da colonizacdo e infecgdo aumenta a secrecdo de peptideos
antimicrobianos (AMPs) pelas células hospedeiras, mas a C. albicans desenvolveu
mecanismos para evitar sua atividade como o primeiro passo na adesao as células epiteliais
intestinais (CEl). Além de defender contra AMPs, C. albicans deve quebrar a camada
protetora do muco para atingir a camada de células epiteliais. Apds aderir as mucinas,
secreta enzimas mucinoliticas. Apds o primeiro contato com as CEIl, a maioria das células
fungicas se converte para a forma de hifas e expressa genes que promovem a adesao
liberando adesinas e invasdes de hifas. A liberacado de moléculas de superficie, ou seja,
adesinas, € crucial no processo de adesio ao tecido hospedeiro. Também pode aderir aos
enterdcitos através de moléculas de polissacarideos na superficie da parede celular
(BASMACIYAN et al., 2019; NAGLIK et al., 2017; RICHARDSON; HO; NAGLIK, 2018; GIL-
BONA; AMADOR-GARCIA; GIL; MONTEOLIVA, 2018).

A invasao por C. albicans ocorre por meio de dois mecanismos: endocitose e
penetragao ativa. A endocitose € um processo dirigido pelo hospedeiro que nao requer hifas
sustentaveis e ocorre nas primeiras quatro horas de interagao. A penetracao ativa nas CEl
€ um procedimento que requer formas sustentaveis do fungo, mas nao requer atividade do
hospedeiro e depende do tipo de células epiteliais. Acredita-se que a penetragao ocorra
pela combinagao de pressao mecanica criada pelo alongamento progressivo das hifas e
atividade litica. Este procedimento permite a entrada de C. albicans nos enterdcitos
enquanto as jungdes intercelulares permanecem intactas. Ao contrario das células orais, os
fungos precisam de genes especificos para invadir os enterdcitos (BASMACIYAN et al.,
2019; ALLERT et al., 2018).



A invasao fungica contribui para danos de CEIl e morte celular. Supbe-se que a
morte celular necrotica seja o principal mecanismo de dano observado durante a
translocacao de C. albicans através de enterdécitos. Apds a formacgao das hifas, é secretada
uma toxina citolitica chamada candidalisina, responsavel por danificar as células
hospedeiras. E a primeira toxina peptidica identificada em patégenos fungicos humanos
(BASMACIYAN et al., 2019).

A terapia antifungica deve ser utilizada em pacientes com infecgdes intra-
abdominais e fatores de risco para candidiase, como cirurgia abdominal recente,
pancreatite necrosante ou vazamento de anastomose. Além disso, o controle da fonte de
infec¢ao deve ser incluido. A escolha da terapia antifungica é semelhante a do tratamento
da candidemia. Uma equinocandina € recomendada como terapia inicial, enquanto o
fluconazol é uma terapia alternativa. Os azodis sdo usados se a infec¢gao nao for causada

por espécies de Candida resistentes a eles (PAPPAS et al., 2015).

2.5.3 Candida albicans em Dermatovenerologia

As infecgbes fungicas sdo uma das ocorréncias mais comuns em dermatologia.
Candida albicans é responsavel por 80-90% das infecgdes, mas outras espécies de
Candida sao frequentemente vistas como patégenos causadores (BOLOGNIA; SCHAFFER,;
CERRONI, 2018). As infec¢des por Candida sao consideradas oportunistas na maioria dos
casos porque Candida albicans € um fungo normalmente comensal. No entanto, quando a
imunidade do hospedeiro € prejudicada por varias razbes possiveis, uma infeccao
patogénica pode ocorrer (QIN et al., 2016). No geral, um equilibrio entre o sistema de
defesa do hospedeiro e os fatores de viruléncia de Candida albicans é a chave para a
relagcdo comensal. C. albicans geralmente causa infecgdes superficiais da pele, enquanto
micoses “profundas”, com envolvimento da derme e tecido subcutédneo, sdo raras. No
entanto, em pacientes gravemente imunocomprometidos, pode ocorrer uma infecgao
fungica invasiva, resultando em penetragao profunda e candidiase sistémica, muitas vezes
com desfecho fatal (RICHARDSON; HO; NAGLIK, 2018).

A candidiase mucocutanea tem um amplo espectro de apresentacgoes clinicas. Elas
dependem do local do corpo afetado, da faixa etaria do paciente e de varios fatores
predisponentes. As caracteristicas unificadoras clinicamente relevantes da candidiase sao
eritema, erosdes e placas brancas facilmente removiveis. Enquanto placas brancas sao
mais frequentemente vistas na mucosa do que na pele, eritema e erosdes sao

apresentacoes amplamente inespecificas. Portanto, fazer uma boa anamnese com atencao
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especial aos potenciais fatores predisponentes do paciente € fundamental para que o
dermatologista estabelega uma suspeita clinica de candidiase. Quando regides tipicas do
corpo sao afetadas, isso também €& uma pista para um diagndstico bem-sucedido
(SOLTESZ et al., 2015).

Os locais mais comuns de envolvimento sao as zonas intertriginosas, por exemplo,
submamaria, pregas inguinais e pregas intergluteas. As infecgoes por Candida estao
presentes com manchas eritematosas acentuadamente marcadas, as vezes erosivas, com
descamacao leve da superficie, e papulas e pustulas satélites na periferia (METIN; DILEK;
BILGILI, 2018). Essas pustulas sao geralmente estéreis e sdo chamadas de pustulas
espongiformes devido as colegdes de neutréfilos dentro da epiderme (BOLOGNIA;
SCHAFFER; CERRONI, 2018).

A Candida também pode causar paroniquia crénica e aguda e onicomicose. A
paroniquia € uma inflamagao da pele ao redor de uma unha (area periungueal), geralmente
€ causada por infecgao bacteriana por Staphylococcus aureus e Pseudomonas spp. A
onicomicose € uma infecgao fungica das unhas e, quando causada por Candida,
geralmente é secundaria a paroniquia crénica (LEGGIT, 2017).

Erosio interdigitalis blastomycetica (EIB) é outra infecgdo comum por Candida no
espaco entre o terceiro e quarto dedos, geralmente em pacientes cujas maos estao
frequentemente na agua. Supde-se que esse espago seja pelo menos mével, de modo que
a retengao de agua, suor e outros agentes irritantes potenciais, como sabao, provavelmente
esta criando uma base perfeita para a infeccado por Candida. Normalmente, ha uma erosao
central cercada por uma borda de pele branca macerada (SCHLAGER; ASHACK;
KHACHEMOUNE, 2018).

Em casos raros, a Candida albicans pode causar foliculite, geralmente na area da
barba em um homem adulto com imunossupressao grave. Nesses casos, pode envolver
camadas profundas da pele com achado clinico de nédulos mais profundos ao redor dos
pelos e pustulas.

A area genital em homens e mulheres é um local frequente de infecgao por Candida.
Aproximadamente 15-30% das mulheres assintomaticas sao portadoras vaginais de
Candida spp., aumentando para 40% durante a gravidez (SPINILLO et al., 1993). Presume-
se que quase todas as mulheres tenham pelo menos um incidente de candidiase
vulvovaginal em sua vida. Nos homens, sdo observadas balanite e balanopostite. Em

ambos os sexos, o envolvimento da regido perianal também €& possivel. Mesmo sem



achados clinicos na pele, prurido localizado apenas na area genital e perianal pode ser um
sinal de candidiase (SWAMIAPPAN, 2016).

Outra apresentagao da infecgao por Candida é a dermatite das fraldas (figura 8). A
dermatite das fraldas € uma inflamacao da pele sob a fralda, comumente observada em
bebés, mas também em adultos incontinentes. Muitas vezes é uma forma de dermatite de
contato irritante, mas muitos casos sdao complicados com superinfeccdo por Candida. A
dermatite das fraldas é o resultado cumulativo de varios fatores que danificam a barreira
normal da pele. No inicio, a oclusdo que leva a maceragao da pele e ao contato da pele
com a urina foi sugerida como as principais razdes, mas hoje as bactérias fecais e o pH
alcalino da urina sao considerados como tendo um papel maior (BOLOGNIA; SCHAFFER,;
CERRONI, 2018).

Figura 8 — Dermatite de fraldas por C. albicans — assaduras. Observa-se a ampla area de inflamagao na
regiao perineal em um bebé.
Fonte: Levinson, 2016.

A pele dos recém-nascidos difere da dos adultos de varias maneiras. A
possibilidade de a Candida produzir infeccao cutadnea disseminada e infecgao sistémica &,
portanto, maior, especialmente em recém-nascidos prematuros (VISSCHER et al., 2015). A
candidiase congénita representa uma infecgao intrauterina. Extensas areas de eritema,
papulas e pustulas podem ser observadas, bem como eritema difuso “tipo queimadura”,
com descamacgdo e erosdes (DARMSTADT; DINULOS; MILLER, 2000). A candidiase
neonatal é adquirida durante o parto ou pds-natal e € mais semelhante a apresentacao do
adulto, envolvendo locais mais tipicos, como a fralda e as areas intertriginosas
(GREENBERG; BENJAMIN, 2014).

A sindrome de hiperimunoglobulina E (HIES) é outro grupo de doengas hereditarias
caracterizadas, entre outras coisas, por candidiase cutédnea recorrente, ocorrendo em
aproximadamente 80% dos pacientes com HIES (MOGENSEN, 2016). MutagcGes no gene
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que codifica STAT3 (transdutor de sinal e ativador da transcrigao 3) causam a forma classica
de HIES, entdo a suscetibilidade a infeccbes por Candida revela o importante papel das
citocinas dependentes de STAT3 (por exemplo, IL-23, IL-21, IL-6) na diferenciagéo de
células T auxiliares produtoras de IL-17 (MILNER et al., 2008).

Além de defeitos hereditarios nos mecanismos de imunidade do hospedeiro, varios
fatores externos contribuem para infecgoes por candidiase. Eles sdo comumente vistos em
pacientes com diabetes mellitus, pacientes imunossuprimidos, como pacientes com
HIV/AIDS, pacientes oncolégicos recebendo quimioterapia e pacientes transplantados de
orgaos tomando antibiéticos sistémicos de espectro (WANG et al., 2014; DE LEON et al.,
2002; DORKO et al., 2005; DICLE et al., 2009; BASSETTI et al., 2006; XU et al., 2008).

A estratégia de tratamento da candidiase cutdnea depende da localizagdo da
infeccdo, sua extensdo e do estado imunoldégico do paciente. A maioria geralmente
responde a agentes antifungicos topicos, mas se o paciente estiver imunocomprometido,
tiver extensas areas afetadas ou nao responder a terapia tépica, o tratamento sistémico é
necessario. Embora muitos agentes antifungicos estejam disponiveis, nem todos sao
eficazes contra Candida (PAPPAS et al., 2015).

A eficacia limitada nao € o unico desafio terapéutico. Atualmente, ha crescente
resisténcia de patdégenos a agentes antifungicos, e espécies de Candida estao entre elas.
Geralmente, a candidiase mucocutanea responde bem aos azdlicos topicos (miconazol,
clotrimazol e econazol) (BOLOGNIA; SCHAFFER; CERRONI, 2018; PAPPAS et al., 2015;
BHATTACHARYA; SAE-TIA; FRIES, 2020). Dos polienos tépicos, a nistatina € mais
comumente usada, especialmente para candidiase oral e vulvovaginal (PAPPAS et al., 2015;
CHOUKRI; BENDERDOUCHE; SEDNAOUI, 2014).

Um agente antifungico que é mais eficaz contra Candida do que os azdlicos,
alilaminas ou benzilaminas ¢é a ciclopirox olamina, que esta sendo cada vez mais usado na
pratica dermatolégica (SONTHALIA; AGRAWAL; SEHGAL, 2019). Se for necessario
tratamento sistémico, o fluconazol é geralmente a droga de escolha (PAPPAS et al., 2015).
No entanto, recentemente foram detectadas cepas resistentes aos azobis. As opcodes
alternativas sao o itraconazol ou um dos triazéis de segunda geragao disponiveis. Se o
paciente ndo estiver respondendo ao tratamento com azdlicos, deve-se tentar a terapia com
anfotericina B. Membros da classe equinocandina de drogas antifungicas (micafungina,
anidulafungina, acetato de caspofungina) também mostraram eficacia em infec¢des por
Candida (PAPPAS et al., 2015; VAZQUEZ; SOBEL, 2006).



Até recentemente, o cetoconazol também era comumente usado, mas a EMA e a
FDA o retiraram devido a potencial hepatotoxicidade, e hoje seu uso é restrito apenas a
infecgdes fungicas complicadas e nao responsivas. Seu uso sistémico é limitado em varios
paises, embora ainda seja usado localmente, como xampu (EUROPEAN MEDICINES
AGENCY, 2013).

O efeito colateral mais comum dos antifungicos topicos € a irritagao local da pele,
mas raramente a verdadeira dermatite alérgica de contato. Os antifungicos sistémicos
podem causar reagdes cutaneas graves, incluindo necrolise epidérmica toxica e sindrome
de Stevens-Johnson. O fluconazol pode causar danos hepaticos potenciais. O principal
mecanismo de hepatotoxicidade sao as interagées medicamentosas causadas pela inibicao
das enzimas do citocromo P450, que desempenham um papel importante no metabolismo
de drogas lipofilicas. Todos os antifungicos sistémicos devem ser usados com cautela em
pacientes com doenga renal ou hepatica (GUPTA, 2007).

Outras medicagdes topicas tradicionais, utilizadas adicionalmente no tratamento da
candidiase cutdnea sao: permanganato de potassio (KMnOQOa), solugdo de violeta de
genciana, solugao de Burow (acetato de aluminio) (BOLOGNIA; SCHAFFER; CERRONI,
2018). Além disso, na busca de novas preparagoes antifingicas, o uso da prata ressurgiu
(TALAPKO et al., 2020). Recentemente, o efeito de nanoparticulas de prata (AgNPs) em
varios dermatdfitos e leveduras, incluindo Candida spp. foi testado e muitos estudos
mostraram que as AgNPs tém potencial no tratamento da candidiase (HASSAN;
MANSOUR; MAHMOUD, 2013; CHOI et al., 2019).

2.5.4 Infecc¢oes invasivas por Candida albicans

A candidiase invasiva refere-se a infecgbes da corrente sanguinea causadas por
Candida spp. Na maioria das vezes ocorrem apos a passagem pela barreira intestinal. Por
exemplo, apods a cirurgia, pode se espalhar para a cavidade abdominal e entrar na corrente
sanguinea e causar candidiase (PAPPAS et al., 2018). O crescimento excessivo de C.
albicans pode desencadear um comprometimento da resposta imune, levando a infecgdes
oportunistas em varios 6rgaos, ou seja, candidiase invasiva (JABRA-RIZK et al., 2016).

Portanto, a doencga invasiva geralmente é resultado de colonizagao aumentada ou
anormal, juntamente com falta local ou generalizada de defesa do hospedeiro. A candidiase
invasiva ndao é uma entidade clinica Unica, mas € um disturbio com inUmeras manifestacoes
clinicas que podem afetar potencialmente qualquer 6rgédo (PAPPAS et al., 2018). A

candidiase invasiva esta intimamente relacionada ao desenvolvimento de tecnologia



médica e € amplamente reconhecida como uma causa significativa de morbidade e
mortalidade no ambiente de assisténcia a saude (GONZALEZ-LARA; OSTROSKY-
ZEICHNER, 2020). Pelo menos 15 diferentes Candida pode causar infecgdes em humanos.
No entanto, cinco patégenos causam as infec¢gdes mais invasivas: Candida albicans,
Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis e Candida krusei, mas o
patdgeno mais comum no cenario clinico é C. albicans (PAPPAS et al., 2018).

As infecgbes invasivas por Candida estdao mais frequentemente associadas a
candidemia (espécies de Candida no sangue), principalmente em pacientes
imunossuprimidos e naqueles que necessitam de cuidados intensivos. Pacientes
imunossuprimidos apresentam risco especial de candidemia, incluindo aqueles com
malignidades hematoldgicas (em pacientes que acabaram de se recuperar de um episodio
de neutropenia), receptores de transplantes de células hematopoiéticas ou 6rgaos solidos
e aqueles que receberam agentes quimioterapicos para uma variedade de doengas
diferentes. Outros fatores de risco estdo associados a danos extensos da mucosa
gastrointestinal, antibioticos de amplo espectro e cateteres venosos centrais. Quando a C.
albicans entra na corrente sanguinea, pode causar infecgdes da bexiga e rins, endoftalmite,
meningite, infecgdes osteoarticulares, endocardite, peritonite e infec¢des intra-abdominais,
pneumonia, empiema, mediastinite e pericardite (PAPPAS et al., 2018; YAPAR, 2014).

Candiduria refere-se a presenca de Candida na urina. A candiduria como fonte de
candidemia geralmente ocorre em pacientes com anormalidades do trato urinario, mais
frequentemente obstrugdo do trato urinario e/ou naqueles que foram submetidos a um
procedimento do trato urinario. E comum em pacientes hospitalizados, embora muitas
vezes seja dificil distinguir colonizagcao de infecgdo da bexiga. O transplante renal foi
considerado um fator de risco para infeccao ascendente e candidemia quando a candiduria
estava presente. Estudos mostram que mais de 50% dos pacientes hospitalizados com
candiduria tém Candida albicans isolada (KAUFFMAN et al., 2000).

C. albicans nédo costuma causar pneumonia clinicamente significativa em adultos.
Apesar disso, a Candida albicans é frequentemente isolada do trato respiratério de
pacientes em unidades de terapia intensiva, pacientes intubados ou pacientes com
traqueostomia crénica. Na maioria dos casos, isso reflete a colonizagao das vias aéreas e
nao uma infeccao (PAPPAS et al., 2015). A pneumonia por Candida foi observada em
pacientes seriamente imunocomprometidos com doencas disseminadas, recém-nascidos
com peso deficiente ao nascer e individuos com malignidades (BARTON et al., 2017). Como

os problemas de contaminagao confundem um diagnéstico ante-mortem, um diagndstico



final de pneumonia por Candida invasiva precisa de verificagdao histolégica, que
normalmente & obtida apenas na autdpsia. A lavagem broncoalveolar € uma ferramenta de
diagnéstico para verificar a pneumonia e determinar o patégeno causador (SCHNABEL et
al., 2014)

As espécies de Candida infectam ossos e articulagbes devido a semeadura
hematogénica ou inoculag&o durante trauma, injegao intra-articular, procedimento cirurgico
ou uso de drogas injetaveis. As infecgbes osteoarticulares muitas vezes tornam-se
sintomaticas meses ou até um ano apds um episédio de fungemia ou procedimento
cirurgico. As manifestagdes sdo geralmente mais sutis do que infecgdes bacterianas nos
mesmos locais. Ambos os fatores contribuem para longos atrasos no diagndstico,
especialmente em pacientes com osteomielite vertebral. Os principais sintomas da artrite
por Candida sao dor e diminuicdo da amplitude de movimento, enquanto a dor local é o
sintoma predominante da osteomielite por Candida (GAMALETSOU et al., 2012).

As infecgcoes por Candida no sistema nervoso central geralmente afetam as
meninges (embora sejam geralmente incomuns). Isso acontece mais frequentemente em
bebés prematuros. A infecgdo pode ser secundaria a disseminagdo hematogénica ou
inoculacao direta. Os fatores predisponentes incluem neurocirurgia, antibidticos mais
recentes e corticosteroides. Febre, meningismo, pressao do liquido cefalorraquidiano
elevada e sinais neuroldgicos localizados estao frequentemente presentes. Candida
albicans parece ser a espeécie mais patogénica, levando ao aumento das taxas de
mortalidade na infecgdao invasiva quando comparada a outras espécies de Candida
(SHOHAM; NUCCI; WALSH, 2011; WEITKAMP; NANIA, 2007).

A endocardite fungica representa 1-6% do espectro total da endocardite. A
endocardite por Candida € uma das manifestagdes mais graves de candidiase e € a causa
mais comum de endocardite fungica (MAMTANI et al., 2020). Devido a raridade da
endocardite infecciosa por Candida, o prognéstico, a epidemiologia e o tratamento ideal da
endocardite infecciosa por Candida nao foram descritos de forma suficiente. Os
procedimentos de terapia sao obtidos principalmente a partir de séries de casos de um
unico local e relatos de casos. A endocardite por Candida resulta de candidemia e
geralmente é observada em pacientes com valvulas cardiacas protéticas, pessoas que
injetam drogas intravenosas e em pacientes que tém cateteres venosos centrais
permanentes e fungemia prolongada (BADDLEY et al., 2008).

Candida albicans (e outras leveduras) pode causar infecgdes nosocomiais, que

envolvem a transmissao pelas maos de profissionais de saude ou material contaminado



(por exemplo, lavagem do cateter venoso central com solugao salina usada para varios
pacientes) (PAPPAS et al., 2018; AUTHOR et al., 2015). Desafios criticos no tratamento de
candidemia e candidiase invasiva incluem prevengao, deteccao precoce e inicio rapido de
terapia antifungica sistémica apropriada. O inicio prematuro do tratamento pode resultar em
piores resultados clinicos (LOGAN; MARTIN-LOECHES; BICANIC, 2014; CALANDRA et
al., 2016).

O surgimento de resisténcia a antifungicos € um problema novo globalmente, que
€ uma preocupacao adicional no tratamento de infec¢des causadas por C. albicans e outras
Candida spp (BEARDSLEY et al., 2018; WIEDERHOLD, 2017; COSTA-DE-OLIVEIRA;
RODRIGUES, 2020). Os dados publicados sugerem que a profilaxia antifungica com
fluconazol reduz a incidéncia de candidiase invasiva entre pacientes de UTI de alto risco
(SIDDHARTHAN; KARAKOUSIS; CHECKLEY, 2016). No entanto, deve-se ter em mente
que a profilaxia antifungica pode favorecer o desenvolvimento de resisténcia
(WIEDERHOLD, 2017).

A profilaxia antifungica direcionada é garantida em receptores de alto risco do
figado, pancreas, intestino delgado ou células-tronco hematopoiéticas (ESCHENAUER et
al., 2015). O controle da fonte de infecgao e o inicio precoce do tratamento com terapia
antifungica sistémica eficaz, geralmente antes da confirmagéo do diagndstico de candidiase
invasiva, é crucial para o sucesso do tratamento da candidiase invasiva (HSU et al., 2018).
O controle da fonte refere-se a remogao da fonte de infeccdo, como a remogao de cateteres
intravasculares contaminados, drenagem de liquido peritoneal, liquido pleural ou abscessos
(CIUREA et al., 2020; BADIEE, 2013).

Para tratar a infecgdo com sucesso, as vezes € necessario remover dispositivos
protéticos infectados, como marca-passo, articulagao artificial ou outros dispositivos
protéticos, se possivel (COBO et al., 2017). Além de controlar a fonte de infecgao, a terapia
antifingica eficaz precoce é crucial no tratamento bem-sucedido de pacientes com
candidiase invasiva. Os dados indicam mortalidade significativamente maior quando a
terapia antifungica é atrasada ou inadequada ou quando o controle rapido da fonte nao foi
alcangado (PAPPAS et al., 2015; PAPPAS et al., 2018; PFALLER; CASTANHEIRA, 2016).

Varias diretrizes publicadas descrevem recomendacdes de especialistas para o
tratamento de candidiase invasiva, com recomendacdes detalhadas para circunstancias
clinicas especificas (PAPPAS et al., 2015; TISSOT et al., 2017; BOW et al., 2010; WANG
et al., 2019). A selegao de um antifungico para o tratamento inicial deve ser baseada em
testes prévios de uma cepa isolada de C. albicans para antifungicos, na sensibilidade do
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paciente ao agente antifungico e na gravidade da doenga, comorbidades relevantes e
envolvimento cerebral, valvulas cardiacas ou 6rgéos internos. Unidades clinicas
especificas também devem considerar dados sobre suscetibilidade a infecgbes de Candida
spp. (PATTERSON et al., 2016; JOHNSON; PERFECT, 2010).

Os principais desafios terapéuticos das candidiases sao a longa duragéo e a alta
frequéncia de recaidas, sequelas e efeitos colaterais medicamentosos. Como para diversas
outras infecgdes fungicas, o tratamento medicamentoso para as candidiases persiste como
desafio nao totalmente resolvido. Para tanto, ha a necessidade de novos antifungicos mais
eficazes e menos téxicos, bem como terapias alternativas ou complementares as existentes
(GAO et al., 2020).

Uma terapia alternativa que tem sido indicada para o tratamento de infeccbes
localizadas (bacterianas e fungicas) com resisténcia aos antibiéticos convencionais, nos
ultimos anos, é a Terapia Fotodinamica (TEGOS et al., 2008; ROSA et al., 2015; HAJIN;
SALIH; RASSAN, 2010; RAMOS et al., 2016).

2.6 Terapia Fotodinamica

A Terapia Fotodindmica (TFD) refere-se a destruigdo molecular por luz visivel na
presenca de um fotossensibilizador (Fs). Quando irradiado, por uma luz visivel de
comprimento de onda adequado e na presenga de oxigénio celular, leva a produgao de
espécies reativas de oxigénio (ERO’s), as quais resultam em uma sequéncia de processos
fotoquimicos e fotobioldgicos que geram produtos fototdxicos danosos a célula-alvo,
causando a morte do microrganismo que se encontra ligado ao Fs (PERUSSI, 2007).

Para que a terapéutica tenha eficacia, sdo necessarios trés componentes
essenciais: a presenca de um fotossensibilizador (enddégeno ou exdégeno), uma fonte de
luz adequada ao fotossensibilizador e a presenga de oxigénio molecular. O Fs deve ser
biologicamente estavel e eficaz fotoquimicamente, ou seja, tenha caracteristicas fotofisicas
favoraveis, como alto rendimento quantico de formacgao de tripletes, de oxigénio singlete e
pequena constante de supressao destes. Além disso, que possua absorgao na janela
fototerapéutica (600-800 nm); seja soluvel em meio fisioldgico, o que facilitara a aplicagao
da droga; tenha farmacocinética favoravel e facil eliminagdo pelo organismo, evitando
fotossensibilidade prolongada; deve apresentar o minimo de toxicidade para as células
normais; deve ser inerte na auséncia de luz; e a sua administragao deve ser localizada
(BONNETT; MARTINEZ, 2001; UCHOA; BAPTISTA, 2007).
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Esta terapia possui vantagens e especificidade elevada, principalmente devido a
aplicagao exata da luz, a natureza relativamente ndo invasiva e a menor quantidade de
efeitos secundarios (VAN RIJT; SADLER, 2009). A producdao de ERO’s depende da
concentragdo do Fs usado na TFD, da dose de luz irradiada e da localizagdo do Fs no
tecido-alvo (TOREZAN; NIWA; FESTA, 2009).

Deter o conhecimento quanto as diversas caracteristicas da TFD no combate a
patologias que provocam micoses sistémicas proporciona resultados ainda mais
satisfatorios no que tange seu tratamento. Dentre as peculiaridades destacam-se o dominio
da técnica quanto as concentragdes do fotossensibilizador a ser utilizado, o conhecimento
sobre a espécie do microrganismo, distinguir periodos de pré-irradiagao, fonte de luz e
doses empregadas (JUNQUEIRA et al., 2010).

O desenvolvimento de resisténcia por microrganismos a TFD & um evento
improvavel de ocorrer, uma vez que esta € considerada um processo tipico de interacao
multialvo. Esta € uma das diferengas entre a TFD e a maioria dos agentes antifungicos
convencionais. Numerosos estudos demonstraram que TFD é altamente eficaz na
destrui¢cao de fungos in vitro LAMBRECHTS; AALDERS; MARLE, 2005; LYON et al., 2011;
FREIRE et al., 2015).

A TFD tem atuado como uma terapia emergente na eliminagado de microrganismos
patogénicos, incluindo isolados clinicos resistentes as drogas (COSTA et al., 2011). A
resisténcia microbiana aos antifungicos € um fenbmeno em crescimento, o que faz da TFD
uma ferramenta promissora, uma vez que ela induz danos na membrana, no DNA e nas
mitocondrias (DONNELLY; MCCARRON; TUNNEY, 2008; MIMA et al., 2012).

2.6.1 Mecanismos de acao

A TFD combina um Fs e uma fonte de luz para induzir uma reacao fototéxica, no
processo de indugao da morte celular. O oxigénio molecular, presente no tecido bioldgico,
é convertido em espécies reativas de oxigénio (ERO’s), os quais desencadeia uma cascata
de reacgdes fotooxidativas desencadeando o processo fotodinamico. Durante a TFD, a luz
emitida da fonte, em comprimento de onda adequado, ira excitar o Fs, o qual gerara dois
tipos de reagoes, o tipo | e o tipo Il (figura 9). Na reagao de tipo I, ocorre a transferéncia de
elétrons entre o Fs e as moléculas bioldgicas, resultando na producao de radicais livres,
tais como superodxidos, hidroperéxidos, radicais hidroxila e peréxido de hidrogénio (H20z2).
As reagdes do tipo Il sdo resultantes de uma transferéncia de energia, a qual leva a
excitagao do Fs para um estado triplete (GAD; ZAHRA; FRANCIS, 2004; BALTAZAR et al.,
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2013). O oxigénio singlete € um poderoso oxidante que reage com varios componentes
celulares, resultando em dano celular, tais como a necrose ou a apoptose (PLAETZER et
al., 2009; OBSTQY et al., 2016).
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Figura 9 — Diagrama de Jablonski simplificado — mecanismo geral de geragao de espécies reativas de

Morte celular

oxigénio mediadas por luz.
Fonte: Oliveira et al., 2015.

Moléculas reativas de oxigénio causam danos irreparaveis aos componentes
celulares, levando a morte celular. A escolha da fonte de luz deve ser baseada na banda de
absorcao do Fs. Por outro lado, a eficacia clinica de TFD depende da dosimetria complexa,
a qual esta associada com fatores como dose total de luz ou tempo de exposicao a luz, e
modo de entrega da luz (AGOSTINIS; BERG; CENGE, 2011; MACIEL et al., 2016).

O mecanismo de inativagao do fungo na TFD é completamente diferente do que a
associada com agentes antifungicos. A TFD produz radicais livres e outras espécies
reativas de oxigénio, tal como o oxigénio singlete ('O2), o que conduz ao dano celular, a lise
da membrana e a inativagao de proteinas. Embora a maioria dos agentes antifingicos iniba
a biossintese de ergosterol, principal lipidio nas membranas dos fungos, as espécies
reativas de oxigénio, geradas por TFD, promovem danos na parede celular e na membrana.
Isto permite que o Fs se transloque para dentro da célula. Uma vez no interior da célula, as
espécies oxidantes geradas pela excitacao da luz causam fotodanos as organelas celulares
internas e, por consequéncia, a morte celular (DONNELLY; MCCARRON; TUNNEY, 2008;
MACIEL et al., 2016).

A andlise das ERO’s e das espécies reativas de nitrogénio (ERN’s) geradas apés a
TFD reforga a afirmagao de que, independente do microrganismo, a TFD reduz a viabilidade



celular de uma forma nao especifica, impedindo o surgimento de cepas resistentes a essa
modalidade de tratamento (CALZAVARA et al., 2012; BALTAZAR et al., 2013; 2015).

2.6.2 Fotossensibilizadores

As espécies de fotossensibilizadores sao categorizadas por algumas estruturas
béasicas, tais como porfirina, clorina, cianina e outros corantes (azul de toluidina, azul de
metileno, azul de dimetileno, rosa bengal e hipericina). Fs também podem ser divididos em
diferentes geragdes de acordo com as suas capacidades funcionais, sendo primeira e
segunda geragcdo. Ainda ha uma terceira geracdo em estudo, considerados
fotossensibilizadores de segunda geragao modificados e vinculados a portadores de drogas
e outras moléculas (BASKARAN; LEE; YANG, 2018).

Varios estudos foram realizados nas ultimas décadas com o objetivo de melhorar a
eficacia e seletividade dos fotossensibilizadores. Alguns deles se concentraram no
desenvolvimento de Fs que absorvam energia em maiores comprimentos de onda,
permitindo uma penetragao mais profunda de fontes de iluminagado e, assim, atingindo
tecidos mais profundos. Outros para melhorar a entrega e interagdo com sistemas
biologicos. Idealmente, espera-se que um Fs tenha a capacidade de se acumular
preferencialmente no tecido alvo e ser eliminado rapidamente do tecido normal (ORMOND;
FREEMAN, 2013).

Os fotossensibilizadores de primeira geragao, incluem geralmente Fs baseados em
porfirinas, que foram apresentados para tratamento em escala comercial na década de
1970. As desvantagens dos fotossensibilizadores de primeira geragao forgaram a
necessidade de investigagdo de novos compostos e iniciaram o desenvolvimento dos
fotossensibilizadores de segunda geragao (KWIATKOWSKI et al., 2018)

A 22 geragao de fotossensibilizadores surgiu para tentar amenizar alguns
problemas que a 12 geragao apresentava como: prolongada sensibilidade cutanea, baixa
seletividade pelo tecido tumoral e a fraca banda de absorgéo onde a droga é fotoativada,
ndo se encontrando na regido ideal do espectro, regiao do vermelho (RIBEIRO et al., 2007).

Assim para os novos fotossensibilizadores, algumas caracteristicas devem estar
presentes para ser eleito um fotossensibilizador de 22 geragao: possuir baixa toxicidade no
escuro, fotossensibilidade nao prolongada, caracteristicas fotofisicas favoraveis,
simplicidade na formulagdo, farmacocinética favoravel, facilidade de analise total dos
componentes da férmula, alta afinidade e penetragcao no tecido doente em detrimento do
tecido saudavel (SIMPLICIO; MAIONCHI; HIOKA, 2002).
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A clorina é considerada um fotossensibilizador de segunda geragao promissor, que
surgiu em meados dos anos 90, junto com a descoberta da era da resisténcia microbiana.
E pertencente a classe de substancias terrapirrélicas, sendo derivada da porfirina, possuem
um de seus anéis pirrélicos na forma reduzida o que provoca uma alteracéo na simetria da
molécula assim como na sua conjugacéao (RIBEIRO et al., 2007). Possui uma forte absorgao
na regiao do vermelho no espectro UV-Visivel devido ao deslocamento da sua banda Q
(PEREZ-LAGUNA et al., 2017).

As clorinas sao uma classe de substancias tetrapirrolicas, normalmente resultantes
das porfirinas por saturagao de uma dupla ligagao na periferia do sistema macrociclico.
Apesar das porfirinas e clorinas terem muitas semelhancas, a reducao de um anel pirrol
provoca uma alteragdo na simetria da molécula assim como na sua conjugag¢ao, dando
origem a alteragdes de grande importancia para as aplicagdes destas substancias em TFD
(GALEZOWSKI; GRYKO, 2007)

Quando comparadas com as propriedades espectroscépicas das porfirinas, as
clorinas possuem um deslocamento para a regiao do vermelho no espectro de UV-Vis da
ultima banda Q, assim como, um aumento o coeficiente de extincdo molar desta banda.
Esta caracteristica faz com que as clorinas absorvam fortemente na regidao do azul e do
vermelho do espectro de UV-Vis, enquanto as porfirinas absorvem fortemente na zona do
azul, fazendo com que a cor das porfirinas seja vermelha e a das clorinas verde. Esta
importante caracteristica dos fotossensibilizadores de 22 geragao, faz com que as clorinas
ganhem maior destaque no cenario da TFD (BOSE; DUBE, 2008).

Como fotossensibilizadores que absorvem luz em comprimentos de onda muito
longos, as clorinas podem eventualmente ser muito empregadas no tratamento de tumores
altamente pigmentados. Devido ao fato de serem formas reduzidas das porfirinas, existe a
possibilidade das clorinas se oxidarem no processo, razao pela qual normalmente
apresentam substituintes volumosos ou anéis exociclicos junto ao anel reduzido, que
origina este processo oxidativo (GALEZOWSKI; GRYKO, 2007; STOCKERT et al., 2007).

2.6.3 MCHC-Clorina

Entre os Fs mais promissores para aplicagcdo em TFD pode-se destacar as clorinas,
por absorverem luz em comprimentos de onda de alta penetragao no tecido e apresentarem
baixa toxicidade. No entanto, a agregacao consta ser um fator inconveniente e comum nos

Fs. Devido a ampla nuvem eletronica e planaridade destes macrociclicos aromaticos ocorre
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interagao entre as nuvens 1. Esta interagao (1m1—11) desabilita o estado excitado por niveis
vibracionais.

A MCHC-Clorina foi obtida pela primeira vez em 2011, por uma rota sintética
especifica. A figura 10 apresenta a imagem de raio-x da MCHC-Clorina (UCHOA et al.,
2011).

Figura 10 — Projecao de raio-X para a MCHC-Clorina
Fonte: Uchoa et al., 2011.

A rota estabelecida em 2011 possibilitou a obtencao do primeiro fotossensibilizador
n&o planar, e consequentemente, isento de auto-agregagao. E importante lembrar que a
auto-agregacao desabilita o estado excitado, reduzindo assim os rendimentos quanticos de
triplete, oxigénio singlete e fluorescéncia. Sendo assim, a MCHC-Clorina esta livre das
interacdes TT—TT, interacdes estas que desativam o estado excitado por fatores vibracionais.
Além de apresentar fotofisica maximizada para TFD, a MCHC-Clorina apresenta estruturas
mono funcionalizaveis e assimétricas, que viabilizam cruzarem membranas lipidicas. Por
apresentar estas caracteristicas, é esperado que esta estrutura também expresse efeitos

fotobiolégicos maximizados (UCHOA et al., 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Verificar os fatores envolvidos na agao fotodinamica in vitro sobre leveduras de

Candida albicans, utilizando o fotossensibilizador MCHC-Clorina.

3.2 Objetivos especificos
e Sintetizar o fotossensibilizador MCHC-Clorina;
e Determinar as propriedades fotofisicas deste composto;
e Estudar a permeabilidade deste fotossensibilizador em leveduras de Candida
albicans;
e Auvaliar a citotoxicidade do composto em leveduras do fungo escolhido;
e Observar a ocorréncia de fototoxicidade na auséncia e presenca do

fotossensibilizador.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Equipamentos e metodologias aplicadas:

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN): Os espectros de RMN foram
determinados em um equipamento BRUKER 500MHz e em um Varian 300MHz e
inspecionados com a ajuda do software Mestre-C (versao 5.0).
Espectrofotometro (UV-Visivel): Os espectros de absorg¢ao foram obtidos em um
espectrofotdbmetro Shimadzu (UV-240-PC) em cubetas de quartzo com caminhos
Opticos de 0,4 e 1,0cm e as densidades 6ticas do microrganismo em estudo foram
obtidas através de um espectrofotdbmetro Micronal (B 582) em cubeta de quartzo
com caminho 6ptico de 1,0cm.

Equipamento de detecgdo de oxigénio singlete por emissao no Infravermelho
Préximo: O oxigénio singlete foi caracterizado através do seu decaimento no
infravermelho proximo (a 1270nm) e o espectro de emissao registrado de 1200 a
1320nm.

Agitador orbital: as amostras depositadas nas placas de microtitulagdo de 96
pocos de fundo plano utilizadas para o estudo do fotossensibilizador foram agitadas
durante 05 minutos em agitador orbital (Solab, Piracicaba, Brasil).

Camara de fluxo laminar: foi utilizada durante a manipulagdo do microrganismo.
Microscopio de Fluorescéncia Confocal LSM 510 (Zeiss): foi utilizado para
captura das imagens de internalizagao do fotossensibilizador.

Sistema Diodo Laser: Como fonte de luz foi utilizado um equipamento diodo laser
da marca LASERLine, modelo PLD-1/50, com comprimento de onda de 660nm,
operando a uma poténcia de 50mW, area de emissao de 0,04cm? em dose de 100J
(figura 11).
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Figura 11 — Sistema Diodo Laser, modelo PLD-1/50.
Fonte: LASERLine.

A caracterizagdo estrutural foi determinada por RMN de 'H e '3C, os espectros
foram registrados em um espectrémetro tipo Bruker 500 a 513MHz e 125,77MHz. Os
espectros foram obtidos em CDCI3z (Aldrichi ou Acros) utilizando TMS como referéncia
interna. Os deslocamentos estdo determinados em partes por milhao (ppm): &.

Os espectros de massa foram obtidos com alta resolugao (quatro casas decimais)
por injecao direta em elétron spray, em um MicroTOF Ic Bruker Daltonics, Capillary: 4000V,
Nebulizer.

Os espectros de absorgao foram obtidos em um espectrofotdmetro Shimadzu (UV-
240-PC) em cubetas de quartzo com caminhos o6ticos de 0,1 e 1,0cm.

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos em um espectrofluorimetro Spex
(Fluorolog 0,81m) em modo angulo reto, com as 4 fendas (2 de excitagéo e 2 de emisséao)
ajustadas com aberturas em 5mm. A excitagédo foi realizada em 500nm, com absorgao
ajustada para valores menores que 0,1.

O oxigénio singlete foi caracterizado através do seu decaimento no infravermelho
préximo (a 1270nm) e espectro de emissao registrado de 1200 a 1320nm. A quantificagao
foi realizada através dos transientes de emissao em 1270nm, em um equipamento
composto por um laser Nd-YAG Continuum Surelite 11l pulsado em 532nm, com tempo de
duragdo de pulso de 5ns e energia < 5md/pulso; um monocromador e uma
fotomultiplicadora (PMT) Hamamatsu modelo R5509 resfriada a -80°C; um sistema de
deteccdo composto por uma placa de aquisigao rapida modelo Beccker & Hickl GmbH MSA

— 300. O sistema foi montado pela Endinburg Analytical Instruments.
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4.2 Sintese:

Sintese de Maleimidas:

A uma solugao de 3mg (0,03mol) de anidrido maleico em 40,0mL de éter etilico, em
banho de gelo, adicionou-se 3mol de anilina dissolvida em éter etilico. O precipitado
formado, o acido amiénico, foi filtrado a vacuo e lavado com éter etilico. Uma solugao de
0,24g (0,0014mol) de acetato de sddio anidro e 30ml de anidrido acético foi preparada e
deixada em banho de 6leo (=60°C) seguido da adigdo do acido amiénico obtido da reagao
de adicdo da amina ao anidrido maléico. A reagao foi acompanhada por TLC. Apds o
término, =12 horas, a maleimida resultante foi precipitada em agua e gelo, com intensa
agitagao, em seguida foi filtrado a vacuo e lavado com agua. Apos a secagem o produto foi
purificado em coluna, usando silica gel (230-70mesh) como suporte e
diclorometano/acetato de etila como fase movel. Apds a cromatografia a maleimida foi

cristalizada e caracteriza por RMN 'H e 3C e massa de alta resolugo.

Sintese das Clorinas:

A Clorina foi sintetizada a partir de fenilmaleimida e Protoporfirina IX dimetil ester
(Pp IX Ester), através da reagao de Diels—Alder em um reator selado, usando tolueno anidro
como solvente, e atmosfera inerte. O sistema foi mantido em banho de 6leo por um periodo
de 12 horas a 120°C. A reagéao foi monitorada por TLC e UV-Vis em 666nm (banda de
clorina). Apds o término a reagao foi purificada em coluna cromatografica com silica gel
(Across 0,060-0,200mm 6OA) usando CHCI3/AcOEt 25:1 como fase modvel. Por este
processo foi isolado o produto, e recuperado o excesso de reagentes. O produto da reagéo,
dois isbmeros (A e B), foram separados por TLC preparativa em placas de 20cm (0,2mm
de didmetro) de silica gel marca Across, 2-25um 60 A, usando CHCI3/AcOEt. 25:1 como
fase movel. A caracterizagao dos isdbmeros em clorinas de anel A e anel B, foi realizada de
forma inequivoca por RMN 1D ('H, '3C e DEPT 135). Todos os produtos obtidos foram
caracterizados por espectrometria de massa de alta resolugéo, por injegao direta em eletro

spray.

4.3 Caracterizagao estrutural:
Fenimaleimida: rendimento global de 74% e Espectro RMN de 'H (CDCls, 500
MHz), & (ppm): 6.84 (s br, H-2, H-3 vinyl group); 7.33-7.38 (m, H-7, H-8 e H-9); 7.45-7.48
(m, H-6 e H-10). NMR "3C (CDCls, 125.77 MHz) d (ppm): 126.03 (2C, C-6 e C-10); 127.93
(C-8); 129.11 (2C, C-7 e C-9); 131.17 (c-5); 134.16 (2C, C-2 e C-3) e 169.47 (2C, C-1 e C-
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4).HPLC-MS, m/z para C10H7NO: calculada em 174.0550 foi determinada em 174.0582. O
pico base em 206.0827 é referente a abertura do anel imida, e a adigao de metanol durante
0 processo de analise.

Clorina A: "H NMR (CDCls, 500.13 MHz) & (ppm): -2.47 e -2.37 (br s, 2H, H-22 e
H-24), 2.07 (s, 3H, CHs-25), 3.15 (t, 2H, J=7.5 Hz, H-132), 3.20 (t,2H, J= 7.7 Hz, H-172), 3.40
(s, 3H, CHa-12"), 3.45-3.48 (m, 2H, 2%a e 2%b), 3.49 (s, 3H, CHs-18"), 3.56 (s, 3H, CHs-7"),
3.64 (s, 3H, OCHs-13%), 3.68 (s, 3H, OCH3-17%), 3.92 (m, 1H, H-22), 4.17 (t,1H, J=7.8 Hz,
H-131), 4.29 e 4.30 (2dt,1H, J=7.8 € 4.4Hz, H-17"2 ¢ 17™), 4.65 (d, 1H, J=8.5 Hz, H-2"), 6.14
(dd, 1H, J=11.5 e 1.3 Hz, H-8%), 6.34 (dd, 1H, J=17.5 e 1.5 Hz, H-8%), 6.66-6.70 (m, 2H,
29 e 213) 6.94-6.97 (m,3H,210,21" e 212) 7.41 (t, 1H, J=4.9 Hz, H-2%), 8.18 (dd, 1H, J=17.7 e
11.5 Hz, H-8"), 9.10 (s, 1H, H-20), 9.33 (s, 1H, H-5), 9.67 (s, 1H, H-15), 9.85 (s, 1H, H-10).

13C NMR (CDCls, 125.77 MHz) & (ppm): 11.40 (C-12"), 11.65 (C-181), 12.30 (C-7"),
21.50 (C-172), 21.89 (C-132), 25.62 (C-2%), 26.50 (C-25), 36.57 (C-172), 37.03 (C-22), 38.54
(C-132), 50.10 (C-2'), 51.63 (C-134), 51.77 (C- 17%), 52.31 (C-2), 90.48 (C-5), 93.41 (C-20),
97.94 (C-15), 99.79 (C-10), 115.64 (C-2%), 121.27 (C-82), 130.99 (C-31), 173.40 (C-133),
173.77 (C-17°%), 174.85 (C7?), 178.60 (C-29).

Clorina B: "H NMR (CDCI3, 500.13 MHz) & (ppm): -2.42 (br s, 2H, H-21 e H-23),
2.07 (s, 3H,CHs-25), 3.16 (t, 2H, J=7.5 Hz, H-122), 3.20 (t, 2H, J=7.5 Hz, H-82), 3.41 (s, 3H,
CH3-13"), 3.47 (m e s, colocado sobre, 5H: 2%, 23" e CH3-7"), 3.60 (s, 3H, CH3-17"), 3.64 (s,
3H, OCHs-124), 3.65 (s, 3H, OCH3-8%), 3.93 (td, 1H, J=8.0 e 3.0 Hz, H-22), 4.18 (t, 2H, J=7.5
Hz, H-12"), 4.32 (t, 2H, J=7.5 Hz, H-8"), 4.65 (d, 1H, J=8.5 Hz, H-2"), 6.10 (dd, 1H, J=11.5
e 1.1 Hz, H-182%), 6.32 (dd, 1H, J=17.5 e 1.1 Hz, H-182), 6.67-6.99 (m, 2H, 2° e 2'3), 6.94-
6.96 (m,3H,210,2" e 212), 7.42 (t, 1H, J=5.0 Hz, H-2%), 8.12 (dd, 1H, J=17.5 e 11.5 Hz, H-
18"), 9.27 (s, 1H, H-5), 9.28 (s, 1H, H-20), 9.69 (s, 1H, H-10), 9.75 (s, 1H, H-15).

13C NMR (CDCI3, 125.77 MHz) d (ppm): 11.25 (C-18"), 11.66 (C-121), 12.39 (C-2"),
21.59 (C-13"), 21.90 (C-17"), 25.62 (C-7°), 26.63 (C-75), 36.68 (C-132), 37.05 (C-172), 38.61
(C-72), 50.11 (C-7"), 51.85 (C-17%), 51.75 (C-13%), 52.25 (C-7), 90,01 (C-10), 94,24 (C-5),
98.39 (C-15), 99.36 (C-20), 115.99 (C-74), 120.90 (C-32), 125.99 (C-78 e C-7'3), 128.06 (C-
719), 128.51 (C-71° and C-712), 129.89 (C-3"), 130.44 (C-3), 173.34 (C-133), 173.37 (C-173),
174.69 (C-79), 178.56 (C-77).
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4.4 Particao 1-octanol/agua:

Foram misturados volumes iguais de 1-octanol e tampao fosfato 102 mol/L-!, pH=
7,02 (mesmo pH do meio de cultivo de célula) e agitados vigorosamente por 20 minutos e
separados, para que ambas as fases apresentassem saturagdao mutua. Foram preparados,
para cada clorina, 5mL de uma solugédo com absorbancia = 1 na banda Soret (400nm) em
1-octanol saturado com tampao; esta solugao foi agitada vigorosamente por 2 horas com
volume igual do tampéo fosfato. Decorrido este periodo, esta foi centrifugada a 4000rpm
por 10 minutos e foi determinada a absor¢céo de ambas as fases na banda de 666nm. Para

a obtencgéao do logaritmo de particdo 1-octanol/tampéao (logPoa).

4.5 Internalizacao do Fotossensibilizador:

A internalizagdo do fotossensibilizador Clorina B, foi determinada através da
microscopia de fluorescéncia confocal. Para este ensaio foi preparada uma suspencéao de
C. albicans (ATCC 60196). O microrganismo foi reativado em Agar Sabouraud dextrose, e
incubado a 37°C por 24 horas. Apds o periodo de incubacgao, a levedura foi cultivada em
caldo Sabouraud. Em seguida, o cultivo foi centrifugado a 3000rpm durante 3 minutos,
desprezando-se o sobrenadante. O sedimento foi ressuspenso em solucgéo fisiolégica (NaCl
a 0,85%) e centrifugado novamente a 3000rpm durante trés minutos, sendo este
procedimento repetido por trés vezes, para a remogado do meio de cultivo. Em seguida a
levedura foi ressuspendida em solugao fisiologica de maneira que fosse obtida uma
suspensao concentrada. Esta suspensdo foi incubada em solugao fisiolégica com o
fotossensibilizador na concentragao de 1uM da Clorina B num periodo de 10 minutos.
Decorrido este periodo a suspensao foi lavada com solugéao fisiolégica para que a clorina
nao internalizada fosse eliminada. Para obtengao das imagens foi preparado um esfregago
delgado com a suspensdo em uma lamina de microscopia, sobre a qual foi colocada uma
laminula. A clorina foi excitada em 410nm e a emisséao foi registrada no intervalo de 640 a
690nm. Para captura das imagens foi utilizada microscopia de Fluorescéncia Confocal LSM

510 da Zeiss com objetiva de 100 vezes.

4.6 Cultivo e suspensao de Candida albicans
Foram reativadas cepas de C. albicans ATCC 60196, obtidas da Colecao de
Microrganismos de Interesse Médico do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia, INPA.
Estas estavam armazenadas no Laboratério de Micologia e Bioensaios da UFOPA. A
reativagdo foi realizada primeiro em Agar Sabouraud Dextrose (SDA, KASVI®) e
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posteriormente em meio de cultivo meio liquido Triptecaseina de Soja (TSB, KASVI®) e
incubadas por 24 horas em temperatura de 30° C. Apds o tempo de incubacao, foi realizado
a preparagao do indculo fungico de acordo com a escala de mcFarland n° 0,5. Realizou-se
diluicdes seriadas até 10-3mL em solugdo salina a 0,5%. Posteriormente o indculo foi
cultivado em solugao derivada de clorina, MCHC-Clorina, preparada pela solubilizagdo do
composto em alcool etilico na concentragao estoque de 1Tmg/mL, no qual o volume de 50uL
do fotossensibilizador foi diluido em meio TSB para posterior acao fotodinamica, totalizando
a concentragao do fotossensibilizador em 5,6umol.

4.7 Estudos da agao fotodinamica

A acao fotodinamica foi realizada utilizando-se delineamento experimental
inteiramente casualizado com seis grupos: trés controles, para verificar viabilidade do
inéculo e composto, assim como comparagao com farmaco de escolha; e trés grupos testes,
reproduzidos em seis ciclos com intervalos de cinco minutos, realizados em triplicata. As
amostras foram divididas nos seguintes grupos: grupo 1, composto pelo meio TSB e a
clorina; grupo 2, composto pelo meio TSB e o fungo; grupo 3 (L-F+), ndo recebeu irradiagao,
mas teve Fs na composi¢ao; grupo 4 (L+F-), recebeu irradiagao laser, mas nao teve Fs na
composigédo da amostra; e grupo 5 (L+F+), exposto a irradiagdo e teve Fs em sua
composigdo. O grupo 6 (controle positivo), foi o grupo de comparagdo com a droga
antifungica Anfotericina B.

Para receber a irradiacdo as amostras foram preparadas em eppendorf’'s. O volume
final de cada amostra contida no eppendorf foi de 1150uL, dessa forma, o grupo 1 foi
constituido de 1100uL de TSB e 50uL de clorina; o grupo 2 com 1050uL de TSB e 100uL
da terceira diluicdo (103) do fungo C. albicans; os grupos 3 e 5 foram constituidos de
1000puL de TSB, 100puL do fungo (10-®) e 50uL do Fs; e o grupo 4 com 1050uL de TSB e
100uL do fungo (10-3). Para o controle positivo de ag&do do farmaco, utilizou-se Anfotericina
B (Cristalia®), na concentragao de 3,13ug/mL (CLSI, 2003), como descritos na tabela 1.

Tabela 1 - Composigéo das amostras divididas nos respectivos grupos experimentais.
Fonte: Dados do autor, 2023.

Grupo Composigao
1 1100pL de TSB + 50uL de Fs
2 1050pL de TSB + 100uL de fungo
3 (L-F+) 1000pL de TSB + 100puL de fungo + 50uL de Fs
4 (L+F-) 1050pL de TSB + 100uL de fungo
5 (L+F+) 1000pL de TSB + 100puL de fungo + 50uL de Fs
6 (Anf B) 1000uL de TSB + 100uL de fungo + 50uL de Anf B



Os grupos 1 e 2 eram grupos controles, apenas para verificar a esterilidade do
composto e viabilidade do fungo, respectivamente, portanto, nao receberem qualquer tipo
de tratamento. Ja o grupo 6 era controle positivo, para comparagao dos resultados com a
acao do farmaco Anfotericina B. Apos a preparagao, as amostras dos grupos 3 e 5, que
continham clorina em sua composi¢dao, permaneceram por quinze minutos incubadas,
obedecendo o tempo de pré-irradiagao, necessario para que o Fs pudesse aderir a parede
celular e viabilizar a entrada da luz no interior da célula fungica. Posteriormente, as
amostras dos grupos 4 e 5 foram irradiadas com a fonte de luz diodo laser com comprimento
de onda de 660nm. A irradiacao ocorreu por periodos de cinco minutos continuos,
perfazendo seis ciclos, totalizando trinta minutos de irradiagao, sendo que a cada ciclo, foi
colhida uma aliquota de 50uL a qual foi semeada em placa de Petri, em triplicata,
previamente preparada. Estas foram mantidas em estufa, a 36°C, por sete dias, nas quais
posteriormente foi realizada a contagem do numero de UFC/mL formadas.

4.8 Tratamento dos dados
As variaveis numéricas foram tabuladas em plataforma Excel (Microsoft Office).
Posteriormente, foram analisadas por testes estatisticos como Shapiro-Wilk test e
Kolmogorov-Smirnov test, considerados testes paramétricos que confirmaram a distribuicao
normal dos dados; Two-Way Anova test para comparagéao geral das amostras; e o Dunnett's
test para multiplas comparacoes, utilizando o software GraphPad Prism 8.0. O nivel de
significancia adotado foi de 95% com valor fixado em p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Sintese dos dienéfilos (maleimidas):
Fenilmaleimida foi sintetizada em duas etapas: 1) a adigdo da amina ao anidrido
maleico para a formagao do acido amianico correspondente, e 2) refluxo em anidrido
acético para a ciclizagao do anel imida. Este procedimento foi realizado segundo processo

descrito na literatura, ilustrado na figura 12, com rendimento de 70%.

(0] (0]
Eter etilico OH Anidrido acéticg
+ HN-R > | HN-R ?g%tgto de Saédio | N-R
(0] 0 (0]
5a12

Figura 12 — Esquema para obtencéo da fenilmaleimida.
Fonte: Cava et al., 1973.

O produto foi caracterizado por RMN 'H e '3C, e por HPLC-massa em alta resolucédo
por infusado direta, sendo determinada a massa exata em 174,0582 para o ion molecular da
fenilmaleimida. Ja o pico base em 206,0827 é referente a abertura do anel imida, e a adigao
de metanol durante o processo de analise.

A MCHC-Clorina foi obtida pela primeira vez por Uchoa A.F. et al em 2011 (JOC
2011), através da ciclo adigcao (4 + 2) -reacao de Diels—Alder. Este processo oferece como

inovacao a obtencédo de compostos com estruturas rigidas.

Tolueno >
Em tubo selado a 140°C

Figura 13 - Rota de obtengcdo da MCHC-Clorina A e B.
Fonte: Uchoa et al., 2011.

5.2 Obtencao da fenilclorinas:
Os compostos (clorina de anel A) e (clorina de anel B) foram obtidos pelo processo
ilustrado na figura 13, purificados por cromatografia em coluna usando gel de silica como
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suporte oferecendo um rendimento global de 72%. Os isbmeros foram separados por TLC
preparativa. A técnica oferece uma perfeita separacgao das clorinas de anel Ae B. Em ambas
as técnicas, foram utilizadas como fase moével, cloroférmio/acetato de etila nas proporgdes
25:1. A Clorina A isolado na mancha inferior, com Rf de 0,38. A caracterizagao estrutural foi
realizada de forma inequivoca por RMN 1D ('H e *C) massa de alta resolugdo, HPLC-

massa. Os espectros de 'H e '3C s&o apresentados na figura 14.
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Figura 14 - Espectros de RMN em CDCls para o composto [13A]
a) 'H a 500.13 MHz em CDCls
b)'3C a 125.77 MHz
Fonte: Dados do autor, 2023.
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A Clorina de anel B foi isolada na mancha superior e apresenta Rf de 0,54. A

caracterizagao estrutural foi realizada de forma analoga a do anel A, por RMN 1D ('H e '3C)

e massa de alta resolugdo, HPLC-massa. Os espectros de 'H e '3C s&o apresentados na
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Figura 15 - Espectros de RMN em CDCls para o composto [13B]
a) 1H a 500.13 MHz em CDCI3
b) 13C a 125.77 MHz
Fonte: Dados do autor, 2023.
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5.3 Propriedades Fisicas e Fotofisicas
5.3.1 Espectros UV-Vis e emissao fluorescente
Os espectros UV-Vis e emissao fluorescente foram determinados para ambos os
compostos em cloroférmio e em metanol. As curvas espectrais sao coincidentes para
ambos os compostos, tanto no espectro de absorgao (UV-Vis) quanto no espectro de
emissao (fluorescéncia). O espectro de absorgao esta apresentado no grafico 1, ja o

espectro de emissao fluorescente esta apresentado no grafico 2.

1 1 1 1

0,8- 401 |

0,6 1 L

0,4 L
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024 666 i
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0,0

300 4(|)0 5(|)0 6(|)0 7(|)0
Comprimento de onda em nm

Grafico 1 — Espectro por UV-Vis da MCHC-Clorina obtido em metanol.
Fonte: Dados do autor, 2023.
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Gréfico 2 - Espectro de emissé&o fluorescente da MCHC-Clorina obtido em metanol.
Fonte: Dados do autor, 2023.
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5.3.2 Emissio de oxigénio singlete ('0.)

A determinagéo da emissao de 'O; foi realizada em solugées CH3CN/H20 9:1. Para
a quantificagao, foi tomado como referéncia o oxigénio singlete gerado pela fotoexcitagéo
de azul de metileno, um excelente fotossensibilizador, e que apresenta o rendimento
quantico de oxigénio singlete (®,) bem estabelecido para este solvente (REDMOND;
GAMLIN, 1999). Os transientes de emissdo das amostras e do padrao, foram obtidos por
excitagao do composto em 532nm, nas mesmas condigdes experimentais (laser, densidade
Optica, solvente e aberturas de fendas). A geragao do oxigénio singlete foi confirmada pela
observagao do seu espectro de emissao caracteristico. O grafico 3 mostra o espectro de
emissdo de 'O, gerado pela clorina A.

3600 20 -
©

1240 1260 1280 1300
wavelength (nm)

Gréfico 3 - Espectro de emissdo de 'Oz, obtido por fotoexitagdo do composto 13A.
Fonte: Dados do autor, 2023.

O espectro apresenta um maximo em 1270nm caracteristico de 'O2. O tempo de
vida da espécie ('02) é outra forma de caracterizagdo e foi determinado por ajuste
exponencial da curva de decaimento (grafico 4), que esta coerente com o tempo de vida
esperado para 'Oz nesta mistura de solventes CH3CN/H20 9:1.
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Gréfico 4 - Transiente de decaimento de 'Oz, obtido por fotoexitagéo da clorina A.
Fonte: Dados do autor, 2023.

Os resultados mostrados para Clorina A (graficos 3 e 4) foram analogos aos obtidos
para a Clorina B. Estes resultados oferecem uma caracterizagcao inequivoca da espécie,
que foi formada por transferéncia de energia do estado triplete das novas clorinas, para o
oxigénio molecular dissolvido na solugao, mostrando a potencialidade destes compostos
como fotossensibilizadores.

Para ambas clorinas (A e B), assim como para o padrao, os transientes foram
obtidos em ftriplicatas, e calculados a média aritmética, para determinacdo do rendimento

quantico (®a) de oxigénio singlete, apresentado no grafico 5.

0,8 4
Clorina B

Clorina A il
T

0,7

0.6 Azul de Metileno

T

0,5 —
04-
0,3 -
02-

0,1

Rendimento quantico de Oxigénio Singlete

T T T

Composto

0,0 >

Gréfico 5 - Rendimento quéantico de '02, determinado para os compostos clorinicos.
Fonte: Dados do autor, 2023.
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Para a quantificacao foi tomando como referéncia o extremo inicial do transiente,
T=5us (proximo instante de excitagdo do laser), obtido numa escala de tempo reduzida
(0,05us). Estes sinais foram usados para a determinagao do rendimento quantico de
geragdo do 'O, por fotoexitagdo dos compostos. Tendo como rendimento quéantico de
oxigénio singlete 0,66 + 0,032 para a ClorinaAe 0,71 £ 0,024 para a Clorina B, € importante
mencionar que estes valores nao divergem pela margem de erro. Mostrando apenas uma
tendéncia superior para o isbmero B. Estes valores estdo apresentados no grafico 5.

Também foi comprovado que ambos apresentam rendimento quanticos superiores
aos determinados para o padrdo azul de metileno. Estes resultados, diferem dos
apresentados na literatura para a vectroporfirina e clorinas anfifilicas, onde o rendimento
quantico da clorina de anel B é a metade do apresentado para a clorina de anel A.

O @, é considerado de magnitude elevada, mostrando que a principal via de
desativagao destes fotossensibilizadores € por colisdo com oxigénio molecular. A soma das
desativacoes é representada pela equacgao 1. Quando somadas, as duas principais vias de
desativagdo do estado excitado destas moléculas (fluorescéncia e colisdao com Oy), e
subtrairmos essa soma de 1 (equacgao 2), observamos que os outros possiveis decaimentos
sao de proporcao reduzida. A soma de @5 + @, aproxima-se de 1.

by +&f + Dot =1

Ebo:ha'rs =1- q}.ﬂ e q}_f

Equacao 1

Equacéo 2
Estes fatores sao justificaveis devido a alta rigidez destas clorinas que, para

algumas moléculas, apresenta outros decaimentos despreziveis.

5.3.3 Particao 1-octanol/agua

O coeficiente de particao 1-octanol/agua é um parémetro fisico-quimico utilizado
para estimar a afinidade de moléculas por uma membrana celular. O grafico 6 apresenta os

resultados expressos na forma logaritmo (logPo/a) para as clorinas A e B.
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Grafico 6 - Coeficiente de particdo 1-octanol/agua expresso em logaritmo (log Poss) das clorinas A e B.
Fonte: Dados do autor, 2023.

Ambas clorinas apresentam solubilidade similares em ambas as fases,
determinando que estes compostos apresentam um carater anfifilico, possibilitando-os de
interagirem com membrana celular e tecido. Como sitio polar, estas moléculas apresentam
as imidas, que possivelmente poderiam realizar ligagao de hidrogénio em ambas carbonilas
e no nitrogénio. Ja os grupos éster, ndo acrescentam solubilidade apreciavel em agua para
estruturas relacionadas, porfirinas e clorinas.

Como descrito na literatura, macrociclicos aromaticos apresentam solubilidade
limitada, isto ocorre principalmente devido as interagbes m—1T, muito intensas, que
superam as interagdes ente o soluto e o solvente. Os compostos em estudos, apresentam
alta solubilidade em solventes de diferentes polaridades, desde diclorometano até agua,
aqui determinado por logPo/a. Estes altos indices de solvatagdo, ndao comuns para
moléculas relacionadas, podem ser justificados por fatores conformacionais, uma vez que
0s anéis clorinicos e maleimidas encontram-se em posicao axial, as nuvens eletrbnicas
estdo impedidas de interagao cofacial, e as carbonilas do anel imida estao expostas,
possibilitando a formagao de ligagbes de hidrogénio com solventes polares préticos. Tais

dados ja sao confirmados por cristalografia de raio-x em Uchoa et al., 2011.
5.3.4 Internalizacao do Fotossensibilizador

Os ensaios de internalizagdao em Candida albicans, com a Clorina B foram

determinados de forma preliminar por imagens de microscopia de fluorescéncia, onde foi
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observado a fluorescéncia caracteristica da MCHC-Clorina na regido de 640 a 690nm. Ja
o espectro de fluorescéncia do composto apresenta maximo em 672nm, tal como
apresentado no grafico 2. A figura 16 mostra a imagem de fluorescéncia do composto na

levedura.

Figura 16 - Microscopia de fluorescéncia Candida albicans incorporada com MCHC-Clorina na regido de
640 a 690nm com excitagdo em 410nm, obtido por Microscopio de Fluorescéncia Confocal LSM 510 (Zeiss)
com objetiva 100x, em condigdes de nado confocalidade.

Fonte: Dados do autor, 2023.

Pode-se observar pela morfologia de Candida albicans, que a fluorescéncia na
regiao de 640 a 690nm esta distribuida por toda regidao, denotando que o composto

apresenta excelente permeabilidade nesta levedura.

5.4 Testes de esterilidade, viabilidade e da acao fotodinamica
Para verificar a esterilidade do fotossensibilizador e a viabilidade do fungo, a clorina
foi diluida junto ao meio TSB (grupo 1) e a C. albicans foi diluida no meio TSB (grupo 2),
respectivamente. No grupo 1 nédo foi observado crescimento fungico, diferente do grupo 2,

onde houve formacao de coldnias, como observados nas figuras 17 e 18.

7/

Figura 17 — Grupo controle 1 (meio TSB + clorina). Auséncia de unidades formadoras de coldnias
verificada pelo teste de esterilidade do fotossensibilizador junto ao meio TSB.
Fonte: Dados do autor, 2023.



Figura 18 — Grupo controle 2 (meio TSB + C. albicans). Unidades formadoras de colénias por mL
(UFC/mL) obtidas ao teste de viabilidade do fungo junto ao meio TSB.
Fonte: Dados do autor, 2023.

A quantidade de UFC'’s contabilizada nas placas de Petri foi transformada em log de
base 102 para conferéncia das médias e aplicagdo dos testes estatisticos.

O grupo 3 (L-F+) obteve uma média de UFC/mL de 5,980 e desvio padrao de 0,587;
o grupo 4 (L+F-) obteve média de 6,169 com desvio padrdao de 0,559; e o grupo 6
(Anfotericina B) obteve média de 4,987 com desvio padréo de 0,543. Os trés grupos foram

comparados com o grupo 5 (L+F+), que obteve média de 4,513 e desvio padrao de 1,355.

v,,“j:?)S‘. y

Figura 19 — Grupo 3 (meio TSB + Clorina + C. albicans). Unidades formadoras de colénias por mL
(UFC/mL) obtidas apos o teste de citotoxidade da MCHC-Clorina, a uma concentragéo de 5,6umol,
quando incubada em solugdo contendo Candida albicans.

Fonte: Dados do autor, 2023.
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Figura 20 — Grupo 4 (meio TSB + C. albicans + Laser). Unidades formadoras de colénias por mL
(UFC/mL) obtidas no teste de fototoxidade, quando leveduras de Candida albicans foram irradiadas
com laser a 660 nm na auséncia de fotossensibilizador exégeno.

Fonte: Dados do autor, 2023.

Figura 21 — Grupo 5 (meio TSB + C. albicans + Clorina + Laser). Unidades formadoras de colénias por mL
(UFC/mL) obtidas apos a irradiagéo de suspensao contendo Candida albicans + MCHC-Clorina, a uma
concentragao de 5,6pumol, em alcool etilico, com laser 660 nm.

Fonte: Dados do autor, 2023.
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Figura 22 — Grupo controle 6 (meio TSB + C. albicans + Anfotericina B). Unidades formadoras de
colénias por mL (UFC/mL) apds teste de agado do farmaco Anfotericina B (Cristalia®), na
concentragéo de 3,13 pug/mL, quando incubado em solugao contendo Candida albicans.

Fonte: Dados do autor, 2023.

Atabela 2, baseada nos testes estatisticos ANOVA e DUNNETT, nos quais 0s grupos
3, 4 e 6 foram comparados com o grupo 5, evidencia que os dois grupos experimentais (G3
e G4) sao estatisticamente diferentes do grupo 5, apresentando p<0,0001.

Ja o grupo 6 (Anfotericina B) ndo apresentou diferenca estatisticamente significante,
em nenhum dos testes aplicados.

Tabela 2 - Comparacgao entre as médias em Log (UFC/mL) dos 2 grupos experimentais utilizados nos
ensaios com fungo C. albicans e o grupo controle positivo em relagdo ao grupo 5.
Fonte: Dados do autor, 2023.

Grupo Média * Desvio Padréao Teste ANOVA Teste DUNNETT
G3: L-F+ 5,980 + 0,587 p<0,0001 p<0,0001
G4: L+F- 6,169 + 0,559 p<0,0001 p<0,0001
G5: L+F+ 4,513 £ 1,355 - -

G6: Anf B 4,987 + 0,543 p=0,507 p=0,102

No gréafico 7 observa-se a média de unidades formadoras de col6nias descrita em
logaritmo, nos trés protocolos experimentais (G3, G4 e G5) e no grupo controle positivo
(G6), desconsiderando o tempo de aplicagao da TFD.

E possivel perceber que a redugdo logaritmica é mais acentuada no grupo 5, que
quando comparado aos demais grupos testes (G3 e G4) possui diferenga estatisticamente
significante (p<0,0001). Entretanto, ao ser comparado ao grupo controle positivo (G6), nao
se observa significancia estatistica.
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Grafico 7 - Representagéo grafica da distribuicdo dos resultados logaritmicos de UFC/mL segundo os
grupos experimentais. Os asteriscos representam a significancia na comparagéo com o grupo 5 (L+F+)
(**** p<0,0001).

Fonte: Dados do autor, 2023.

No grafico 8, observa-se a evolugao logaritmica em fungado do tempo de exposigao
nos 3 protocolos experimentais (G3, G4 e G5) e no grupo controle positivo (G6). Todos os
grupos tiveram suas médias de UFC analisadas em cada ciclo temporal de 5 minutos,
totalizando 6 ciclos.

Os grupos 3, 4 e 6 mantiveram uma constancia de UFC do 5° ao 30° minuto. No
entanto, verificou-se uma acentuada redugéo no grupo 5 a partir de 10 minutos de
irradiacao laser, chegando a 0 UFC no tempo de 15 minutos, e se mantendo até o 30°

minuto.
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Grafico 8 — Representagao grafica da distribuigdo dos resultados logaritmicos de UFC/mL segundo os

grupos experimentais em fungdo do tempo de exposigao ao laser e do grupo controle 6.
Fonte: Dados do autor, 2023.
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6. DISCUSSAO

Teste de citotoxicidade da MCHC-Clorina

Partindo do principio que descreve a agao da TFD em diversos microrganismos,
neste estudo com C. albicans, foi utilizado o fotossensibilizador MCHC-Clorina, um novo
composto derivado de clorina que, por ser de segunda geragao, oferece resultados
promissores.

Um dos ensaios deste estudo foi realizado com o intuito de determinar a toxicidade
da MCHC-Clorina nas leveduras de C. albicans, identificado como o grupo 3 (L-F+). Utilizou-
se para isso, o composto na concentragdo de 5,6pmol, objetivando identificar se a
concentragao seria toxica ao fungo, quando nao irradiada por uma fonte de luz, uma vez
que o Fs n&o deve apresentar citotoxicidade na auséncia de luz, ja que ndo deveria haver
formagéo de oxigénio singlete (CELLI et al., 2010; CHOI et al., 2015). Gao et al. (2020)
relatam em seu estudo a sintese de novos derivados de clorina (I e Il) caracterizadas com
diferentes meios espectroscopicos. Os resultados mostraram que os compostos | e |l
tiveram um maximo de absor¢cdo em torno de 650nm, com coeficientes de extingdo molar
de 1x10L mol-'cm-*; tinham forte emissao de fluorescéncia em 650-660nm apos excitagdo
com luz 419-422nm; revelaram que o oxigénio singlete foi produzido apés irradiagcao de
compostos com luz de 650nm na presenga de oxigénio molecular; e que a estrutura dos
compostos | e Il era estavel.

Diversos estudos na literatura avaliaram a toxicidade de fotossensibilizadores na
auséncia de luz, relatando a auséncia de efeitos citotoxicos (ZOLFAGHARI et al., 2009;
KASHEF et al., 2012; VILELA et al., 2012). Em outro estudo com sintese de clorina, Moritz
et al. (2017), desenvolveram um derivado anfifilico de clorina (CHL-T) que exibiu bandas
de absorgao na janela terapéutica e pequeno rendimento quéantico de fluorescéncia; além
de eficiente geragcédo de oxigénio singlete e maior citotoxicidade para células tumorais, em
comparagao com células nao tumorais em curto tempo de incubacgéo, apresentando-se
como um potencial fotossensibilizador para TFD. No estudo de Chen et al. (2017), que
estudaram a sintese de trés novos conjugados de clorina e6 para TFD em tumores em
concentracoes de até 100uM, os resultados dos experimentos in vitro mostraram alta
fototoxicidade, mas relativamente baixa toxicidade no escuro.

Esses resultados corroboram com os achados no presente estudo, uma vez que
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houve crescimento fungico mesmo na presenga do fotossensibilizador, denotando que a
MCHC-Clorina isoladamente nao é capaz de provocar inativagao da C. albicans.

Ramos et al. (2014) realizaram um estudo a fim de verificar a agédo fotodindmica de
seis fotossensibilizadores derivados de protoforfirina 1X dissolvidos em DMSO na
concentragao estoque de 1mg/mL associados com emissdao continua de luz LED na
redugdo do fungo Trichophyton rubrum, e observaram que a maioria dos Fs provocou
reducao das UFC’s, corroborando com os resultados obtidos neste estudo, considerando
que o fotossensibilizador MCHC-Clorina, dissolvido em alcool etilico, também foi utilizado
na concentragao estoque de 1mg/mL que, apos as diluigdes, foi obtida a concentragao de
5,6umol.

No estudo de Sales (2006), verificou-se que a TFD inibiu o crescimento de
leveduras de C. albicans em 90% das amostras quando utilizado o azul de metileno nas
concentragdes de 0,05mg/mL e 0,1mg/mL. Todavia, nao houve inativagao total do fungo, o
que difere do estudo de Ramos et al. (2014), que observou redugao completa do fungo T.
rubrum utilizando fotossensibilizadores na concentragao estoque de 1mg/mL, concordando

com os resultados deste estudo.

Testes de fototoxicidade

Tornou-se necessario, no desenvolvimento do presente estudo, verificar os efeitos
causados pela aplicagcao da luz laser, com comprimento de onda de 660nm, na dose de
irradiacao de 100J, na auséncia de Fs exdgeno. Objetivou-se, dessa forma, obter-se
resultados de aplicagdes isoladas da luz, para posterior comparacdo com os resultados
obtidos em grupos, nos quais houve a combinacéo do Fs com o laser.

No presente estudo, no qual foi realizada a aplicagao somente da luz laser, a 660
nm, sobre leveduras de C. albicans, grupo 4 (L+F-) nado foi observada nenhuma redugao
significativa no nimero de UFC. Demonstrou-se, dessa forma, que nao existiu uma relagao
direta com o tempo de exposigao na dose de energia empregada.

Neste estudo verificou-se que no grupo 3, grupo tratado sem irradiagao laser e que
continha fotossensibilizador em sua composicao, houve um crescimento de 5,980 UFC/mL,
expressa em Log, evidenciando que apenas o uso do Fs sem a associagao do laser nédo
promove a inativagado do fungo. Assim como no grupo 4, grupo tratado com irradiagao laser
sem apresentar Fs em sua composi¢ao, que também apresentou um crescimento de 6,169

UFC/mL, denotando que sem Fs a irradiagao laser nao provoca a inativagao do fungo.
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Rosa et al. (2015) utilizaram um laser de baixa poténcia, com comprimento de onda
de 660 nm, porque essa fonte de luz vermelha (630-700 nm) € amplamente utilizada em
TFD. Isto porque em razao dos seus comprimentos de onda relativamente longos, o laser
pode, efetivamente, penetrar nos tecidos bioldgicos.

A literatura tem relatado que a interagao entre essas fontes de luz e os Fs que
absorvem este comprimento de onda, tais como os derivados de clorina, pode resultar em
destruicdo microbiana significativa (PELOI et al., 2008). Rosa et al. (2015), a fim de
determinar a atividade bactericida com a aplicagao do laser de 660nm, submeteram o
microrganismo testado a luz laser isolada, utilizando-se os mesmos parametros aos
utilizados nos grupos de TFD. Foram observadas redugdées no numero de UFC/mL de
Staphylococcus aureus em relagéo ao controle, mostrando a existéncia de um pequeno
efeito bactericida. Isso ocorre porque algumas células bacterianas e fungicas séao
conhecidas por sintetizar niveis elevados de porfirinas endoégenas, as quais atuam como
Fs endogenos.

Hajin et al. (2010) também relataram resultados semelhantes, nos quais foi
observada uma redugédo no numero de UFC/mL de Staphylococcus aureus apenas com a
aplicagao do laser. Tais hipoteses, podem nao estarem relacionadas aos resultados obtidos
no presente estudo, uma vez que nao houve redugéo significativa no nimero de UFC de C.
albicans quando as leveduras foram irradiadas pelo laser na dose de 100J.

Em outras pesquisas foram revelados resultados divergentes, em que a aplicagao
somente do laser ndo resultou em nenhuma diferenga na redugdao microbiana, em
comparagao ao grupo controle, corroborando com os achados do presente estudo (PELOI
et al., 2008; MIYABE et al., 2011).

A terapia laser de baixa poténcia apresenta propriedades anti-inflamatdrias,
analgésicas e de biomodulagéo. O laser, em varios comprimentos de onda, € absorvido por
cromoforos especificos em fungos, os quais podem induzir o estresse e a inibigado de seu
crescimento (VERMA et al., 2012). Por outro lado, o efeito fungicida tem sido atribuido ao
laser pelo efeito bioestimulante, fototérmico ou efeito fotodinamico, induzido por croméforos
endogenos presentes nos fungos (MAVER-BISCANIN et al., 2005).

Estes resultados s&o semelhantes com os observados no estudo de Almeida et al.
(2012), que enfatizam que a TFD apenas apresenta efeito quando ha interagao da luz de
comprimento de onda adequado com o fotossensibilizador ja incorporado pela célula alvo.

A literatura descreve que os Fs nao devem apresentar quaisquer efeitos citotoxicos

na auséncia de luz, devido ao fato de que as moléculas do Fs se encontram em seu estado

71



energético fundamental. No momento em que a luz em comprimento de onda especifico &
introduzida no sistema, a energia contida nos fétons é transferida para as moléculas do Fs,
e isto faz com que estas moléculas figuem excitadas (ABRAHAMSE; HAMBLIN, 2016).

Entretanto, em nossos resultados verificou-se que no grupo 4, grupo que nao
continham Fs na composi¢gado das amostras, o valor das UFC/mL expresso em Log é maior
que o valor do grupo 3, grupo composto com Fs, mostrando que a MCHC-Clorina, na
concentragao de 5,6umol, oferece algum efeito citotdxico, sugerindo que o Fs pode ser
capaz de interagir com as moléculas do meio, provocando a formacao de radicais livres ou
oxigénio singlete e, consequentemente, a apoptose de algumas células fungicas
(CHAVANTES, 2009; PERUSSI, 2007).

Estudos da acao fotodindmica

Neste estudo foi observado que o grupo irradiado com laser e com presenga de
MCHC-Clorina, grupo 5, houve redugao total das UFC’s a partir do 15° minuto de irradiagao
laser, denotando que o fungo Candida albicans, foi inativado pela terapia. Este resultado
esta relacionado ao fato de que pode ter ocorrido a transferéncia de elétrons entre o
fotossensibilizador ativado pela irradiagao laser e os componentes da célula, promovendo
a formacao de radicais livres. Outra possibilidade também é que pode ter havido a formacao
de oxigénio singlete, o qual reage e agride os componentes da célula como lipideos,
proteinas e DNA. Ambos os mecanismos sdo capazes de induzir a inativacdo do
microrganismo (BARREIROS et al., 2006; GANDRA et al., 2004).

Comparando os resultados obtidos nos grupos em que as leveduras de C. albicans,
foram irradiadas com luz laser, na auséncia de Fs exdgeno, com os obtidos na presenga da
clorina, observou-se que os valores obtidos nos grupos de TFD foram mais eficazes aos
observados somente com a irradiagcao do laser, sem a presenca do Fs. Demonstrou-se,
desta forma, a presenca e a eficacia dos efeitos fotodinamicos obtidos pela excitacao da
clorina, em suspensao contendo leveduras de C. albicans. Isto demonstra que a TFD
consiste numa importante modalidade terapéutica para o tratamento de micoses induzidas
por este patdégeno.

Verificou-se neste estudo que houve crescimento fungico nos dois grupos que nao
receberam a TFD, e que o grupo irradiado com laser na presenga de MCHC-Clorina nao
houve proliferagao fungica, denotando que apenas na interagao do fotossensibilizador com

a luz visivel é possivel reduzir o crescimento microbiano.
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Para comparagao dos efeitos fotodinamicos alcangados com a luz laser e o
fotossensibilizador de escolha, foi testado um farmaco amplamente utilizado na pratica
médica com agao antifugica, como a Anfotericina B (grupo 6). Neste ensaio, percebeu-se
um crescimento discreto de UFC’s, denotando que a droga € eficaz na inibi¢ao parcial da
C. albicans, uma vez que, quando comparado ao grupo 5 (L+F+), ndo apresentou diferenga
estatisticamente significativa. No entanto, ainda foi notado crescimento de unidades
formadoras de col6nia, diferente do ensaio do grupo 5, que nao houve crescimento a partir
do 15° minuto de irradiagao laser, elucidando que a TFD pode ser mais promissora que as
drogas antifungicas.

Diante dos resultados apresentados pelo presente estudo, subsidiou-se o
entendimento dos mecanismos envolvidos na TFD, como: tempo de incubagao pré-
irradiagao; concentracgao ideal n&o toxica da clorina; e melhor compreenséo da relagao dose
de energia/resultado. Acredita-se dessa forma, estar-se contribuindo com a popularizagao
da TFD, como um importante tratamento alternativo das candidiases. Isto porque além de
apresentar notavel eficacia na redugao de UFC/mL de C. albicans, a TFD possui outros
atrativos como baixo custo, ndo apresenta efeitos colaterais € nao desenvolve resisténcia

por parte do microrganismo.



7. CONCLUSAO

Partindo da analise dos resultados encontrados neste estudo, pode-se concluir que a
Terapia Fotodinamica associada a administragao do fotossensibilizador MCHC-Clorina é
capaz de promover a eliminagao in vitro do fungo leveduriforme Candida albicans. A
aplicagao isolada da irradiagao laser ou do fotossensibilizador nao promoveu a morte do
fungo C. albicans.

Nao foi observada citotoxicidade do composto no escuro. Acredita-se que o Fs se
encontrou ativo fotodinamicamente, levando a geragdo de 'O, culminando na morte das
leveduras de C. albicans, submetidas a TFD, sendo que sua eficacia esta relacionada
diretamente a dose de energia empregada.

Foi verificada uma reducgao significativa no numero de UFC das leveduras submetidas
a dose de 100J, sendo essa a dosimetria ideal para essa terapéutica. Desta forma, essa
terapia demonstrou ser uma importante alternativa no tratamento de candidiases.

Sugere-se a realizagao de mais pesquisas com a aplicagao da TFD na reducao do
fungo C. albicans e ensaios in vivo, visto que se trata de um microrganismo que nos seres

humanos pode provocar repercussoes sistémicas.
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