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RESUMO

SILVA, A.P. Inativagdo fotodinamica dos micro-organismos causadores da
onicomicose — estudo in vitro e clinico. 2012. 121 p. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias) — Instituto de Fisica de S&o Carlos, Universidade de Sao Paulo, Séo
Carlos, 2012.

A onicomicose é a mais frequente das doencas ungueais, pode ser causada por
dermatofitos, leveduras e fungos ndo—dermatofitos. A infeccdo caracteriza-se por
unhas quebradicas, espessadas e despigmentadas ou com excesso de
pigmentacdo. O tratamento convencional consiste na administracdo sistémica de
antifingicos e antibiéticos por longos periodos, podendo ser o responsavel pelo
aumento de linhagens microbianas resistentes as drogas disponiveis. Esse fator
associado a alta incidéncia deste tipo de infeccdo na populagéo tornam importante o
desenvolvimento de novas tecnologias e opc¢les terapéuticas. Esta dissertacédo esta
composta por duas partes: pesquisa basica (estudos in vitro) e aplicada (estudo
clinico), além do desenvolvimento de equipamento para o tratamento da
onicomicose por Terapia Fotodinamica (TFD). A TFD consiste no emprego do
fotossensibilizador (FS) ativado por luz em comprimento de onda adequado que, na
presenca de oxigénio, produz espécies reativas de oxigénio toxicas que inativam as
células alvo (fungos e bactérias). Nos ensaios in vitro, utilizamos um dos principais
fungos causadores da onicomicose, o Trychophyton mentagrophytes e dois
fotossensibilizadores diferentes: Solu¢cdo de curcumindides (PDTPharma Ltda.,
Cravinhos-SP, Brasil) e Photogem® (Limited Liability Company Photogem, Moscou,
Russia), onde analisamos por microscopia confocal o tempo de incubacdo dos
fotossensibilizadores nos fungos e a viabilidade celular dos micro-organismos para
os diversos parametros avaliados. Para os estudos clinicos, foram desenvolvidos
dois equipamentos emissores de luz em comprimentos de onda distintos: em 630
nm, para o Photogem®, e em 470 nm, para a curcumina. Estes foram desenvolvidos
no IFSC (Grupo de Optica, Laboratério de Apoio Tecnoldgico) e consiste em diodos
emissores de luz (LED) acoplados em presilhas anatomicamente desenhadas para
as unhas dos pés e das maos. Foram tratados 90 pacientes divididos em dois
grupos, diferenciados pelo fotossensibilizador tépico utilizado: Photogem® (1
mg/mL) ou curcumina (1.5 mg/mL). Apés 1 hora a presenca do fotossensibilizador foi

confirmada por imagem de fluorescéncia e o local iluminado por 20 minutos (fluéncia



de 120 J/cm?. Nova avaliacdo clinica foi realizada ap6s sete dias e o
acompanhamento do tratamento foi realizado tanto por imagens, quanto por exames
laboratoriais. Observou-se a cura de 63 pacientes com uma média de seis meses de
tratamento. Em comparacdo aos tratamentos convencionais, a TFD apresenta
resultados mais rapidos, sem recidivas. Além disso, aspectos como o baixo custo da
instrumentacdo envolvida, a possibilidade de tratamento local ao invés de sistémico
e a simplicidade de operacao sao fatores relevantes para a garantia da implantacéao
dessa tecnologia no tratamento de um problema de saude de ampla incidéncia. O
prototipo utilizado durante o estudo resultou em patente que se tornou ainda alvo de
interesse comercial por uma empresa nacional, juntamente com uma das
medicacles testadas. Com os resultados obtidos, foi possivel concluir que a TFD
possui potencial para se tornar uma importante ferramenta no tratamento da

onicomicose.

Palavras - chave: Onicomicose. Terapia fotodinamica. Controle microbiano.



ABSTRACT

SILVA, AP. Photodynamic inactivation of micro-organisms causing
onychomycosis - clinical and in vitro study. 2012. 121p. Thesis (Master of
Science) - Physics Institute of Sdo Carlos, University of S&do Paulo, Sao Carlos,
2012.\

Onychomycosis is the most common nail diseases may be caused by
dermatophytes, yeasts and non-dermatophyte fungi. The infection is characterized by
brittle nails, thickened and pigmented or pigmented with excess. Conventional
treatment consists of systemic administration of antifungals and antibiotics for long
periods and may be responsible for the increased microbial strains resistant to
available drugs. This factor associated with high incidence of this type of infection in
the population become important to develop new technologies and treatment options.
This dissertation is composed of two parts: basic research (in vitro studies) and
applied (clinical study), and the development of equipment for the treatment of
onychomycosis Photodynamic Therapy (PDT). The PDT is the use of photosensitizer
(FS) activated by light at a wavelength appropriate that, in the presence of oxygen,
produces reactive oxygen species that inactivate toxic target cells (fungi and
bacteria). In vitro, we used one of the main causative fungi of onychomycosis,
Trichophyton mentagrophytes and the two different photosensitizers: Solution of
curcuminoids (PDTPharma Ltda., Cravinhos-SP, Brazil) and Photogem ® (Photogem
Limited Liability Company, Moscow, Russia) where analyzed by confocal microscopy
incubation time of photosensitizers in fungi and cell viability of micro-organisms for
the various parameters. For clinical studies, we developed two light emitting devices
in distinct wavelengths: 630 nm, for Photogem ®, and 470 nm for curcumin. These
were developed in the IFSC (Optics Group, Laboratory Technology Support) and
consists of light emitting diodes (LED) coupled cleats anatomically designed for
toenails and hands. Were treated 90 patients divided into two groups differentiated
by topical photosensitizer used: Photogem ® (1 mg / ml) or curcumin (1.5 mg / mL).
After 1 hour the presence of the photosensitizer was confirmed by fluorescence
image and bright place for 20 minutes (fluence of 120 J/cm2). New clinical evaluation
was performed after seven days of treatment and follow-up was conducted by both

images, as per laboratory. It was observed healing of 63 patients with an average of



six months of treatment. Compared to conventional treatments, PDT offers faster
results without recurrence. Moreover, aspects such as the low cost of instrumentation
involved, the possibility of local treatment rather than systemic and simplicity of
operation are important factors for ensuring the implementation of this technology in
the treatment of a health problem of widespread impact. The prototype used during
the study resulted in patent that became even target of interest for a national
company, along with one of the drugs tested. With these results, we concluded that
PDT has the potential to become an important tool in the treatment of

onychomycosis.

Keywords: Onychomycosis. Photodynamic therapy. Microbial control.
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1.1  INTRODUCAO

A invasdo da unidade ungueal por fungo é denominada onicomicose.! O

termo onicomicose € derivado do grego “onyx” (unha) e “mykes” (fungo), sendo
usado para descrever a infeccdo flingica das unidades ungueais.?
A onicomicose é a mais frequente das doengas ungueais, constituindo
aproximadamente metade de todas as infeccdes.® Pode ser causada por
dermatofitos (90%), leveduras (7%) e fungos ndo dermatdfitos (3%).* ° Os
dermatofitos pertencem a trés géneros: Trichophyton, Microsporum e
Epidermophyton, com base principalmente nas diferencas de morfologia
microscopica e esporulacao fungica.

O género Trichophyton € caracterizado pela producdo de muitas
microconidias e pouca ou nenhuma macroconidia. As macronidias, quando
formadas, tem parede celular fina e lisa. O tamanho e arranjo das microconidias sao
importantes na identificacdo das espécies. A producdo de pigmentos, atividade
urease, capacidade de invasdo do pélo e crescimento padrdo diferencial em meios
de cultura, com ou sem tiamina e niacina sao também utilizados para identificacéo
das espécies.®

O género Microsporum é caracterizado pela producdo de macronidias elas
sdo multiceluladas, tem parede celular grossa, espiculada. A identificacdo das
espécies e baseada em suas diferencas morfoldégicas. As microconidias séo
pequenas, hialinas podendo apresentar-se em forma de gota ou elipticas e nascem
diretamente das hifas.®

O género Epidermophyton e caracterizado pela producdo de macronidias em
clave, com parede lisa, com duas a quatro células em cada e sao originadas
individualmente da hifa ou, mais caracteristicamente, ocorrem em cachos de duas
ou trés. A caracteristica primaria na identificacdo do género Epidermophyton € a
auséncia de microconidias.®

Quando causada por dermatdfitos a onicomicose, denomina-se tinea unguim’
porém, infeccdes mistas (leveduras + bactérias) também podem ocorrer mas no

entanto, sao relatadas raramente.
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Os dermatofitos que acometem as unhas com maior frequéncia sdo : o
Trichopyton rubrum, o Trichopyton mentagrophytes e o Trichopyton interdigitale
estes colonizam preferivelmente os tecidos queratinizados e apresentam enorme
variacdo epidemioldgica,® sendo influenciados pelas caracteristicas individuais do
paciente.* > ® ° No Brasil, as espécies mais frequentes que colonizam a pele e os
faneros sdo os dermatofitos: Trychophyton rubrum e o Trychophyton
mentagrophytes, eles caracterizam-se por hifas hialinas artrosporadas, as quais
penetram no extrato corneo da pele e das unhas devido a producédo de proteases
queratinoliticas conforme indicam estudos realizados em Porto Alegre (2007) e
Maringa (2003). 112

Além de fungos, € preciso também pensar na possibilidade das bactérias
produzirem processos onicodistroficos, bem como das infeccBes periungueais.
Assim, os indices de colonizacao bacteriana se apresentam mais elevados do que
aqueles observados em lesoes ungueais, pode-se pensar em onicobacteriose >4,

Nas infec¢bes mistas, a Candida albicans é a levedura mais comumente
relacionada com a onicomicose, contaminando geralmente unhas ja danificadas e,
em pacientes com imunossupressao. Ela causa acometimento ungueal extenso,
principalmente dos quirodactilos.*? A presenca de células leveduriformes somente,
mesmo que em abundancia, pode significar mera colonizacdo.™® Segundo Elewsik, o
resultado da cultura deve ser interpretado com cautela, porque as unhas ndo sao
estéreis e portanto, fungos contaminantes podem obscurecer o verdadeiro patégeno

ungueal.*®

A maioria das infec¢des ungueais por espécies de Candida ocorrem em
pacientes com candidiase mucocutdnea crbnica ou entdo como um evento
secundario na paroniquia.'’ E relevante ressaltar que a presenca de Candida nem
sempre esta associada com o desenvolvimento de onicomicose, ja que esta
presente na microbiota normal. Cabe ao médico fazer a avaliacao clinica adequada
bem como a investigacdo dos fatores predisponentes.? Os fungos filamentosos
implicados na onicomicose incluem membros do género da Scopulariopsis,
Scytalidium, Alternaria, Aspergillus, Acremonium e Fusarium. A maioria dessas
espécies é oportunista e invade a queratina alterada geralmente em conjunto com

infeccBes por dermatdfitos.*® 18
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1.2 REVISAO DA LITERATURA

1.2.1 Caracteristicas gerais das unhas

A unidade ungueal, conjunto anatdmico que forma uma unha, consiste em
quatro componentes epidérmicos: a matriz, que da origem a placa ungueal, o leito
ungueal, a prega ungueal e o hiponiquio.’® A maior parte da matriz ndo é visivel,
com excecdo da lanula, sua porc¢ao visivel, que possui forma de meia lua, € opaca e
de coloracdo esbranquicada. A dobra ungueal proximal € composta de uma
superficie dorsal e outra ventral. A superficie dorsal € denominada eponiquio. A
juncao das duas superficies, que se projeta distalmente sobre a placa ungueal é a
cuticula. A prega ungueal distal inclui a pele que circunda ambas as faces, lateral e
proximal, da placa ungueal (Figura 1).

Borda Livre

Sulco

Pregas Laterais

Cuticula

Figural- Conjunto anatdmico que forma uma unha, consiste em quatro componentes epidérmicos:
a matriz, que dé origem a placa ungueal, o leito ungueal, a prega ungueal e o hiponiquio

A placa ungueal é composta de queratina morta, dura e translicida. O epitélio
da matriz sintetiza 90% da placa ungueal, que cresce 0,1 mm/dia nos dedos das
maos e o equivalente a um terco disso nos dedos dos pés. A espessura média das
unhas das maos, em condi¢cdes normais, € de 0,5 a 0,75 mm e a das unhas dos pés

€ de 1 mm. As primeiras levam de 4 a 6 meses para crescer totalmente enquanto as
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Gltimas levam de 11 a 18 meses. Alteracdes no crescimento das unhas variam de
acordo com fisiologia, o ritmo circadiano, o clima e os fatores individuais.?

A lanula é a face distal da matriz ungueal e tem como continuidade o leito
ungueal, que se estende da matriz ungueal distal ao hiponiquio. A medida que a
unha flui distalmente, o material € adicionado a sua superficie inferior, espessando-a
e tornando-a densamente aderente ao leito ungueal. O leito ungueal consiste de
cristas longitudinais paralelas com pequenos vasos sanguineos em sua base. O
hiponiquio € um segmento curto de pele que ndo apresenta adesdo da unha; ele se
inicia no leito ungueal distal e termina na depressao distal.™ **

As unhas desempenham as funcbes de protecdo, sensibilidade tétil,
manipulacdo fina e capacidade de arranhar, elas podem ser acometidas por

infeccBes (bacterianas, virais e flngicas) e alteradas por doencas sistémicas.? ?°

1.2.2 Aspectos clinicos e diagndsticos da onicomicose

A infeccdo fungica ocorre por meio de algumas etapas. Inicialmente, o
patdgeno desvia-se dos mecanismos de defesa do hospedeiro, similar ao processo
de queratinizacdo (renovacdo do estrato-cérneo), que provoca descamacdo e
eliminacdo do fungo. Quando se instala na epiderme, o fungo adere a superficie do
tecido, o artroconidio germina e a hifa penetra na camada cérnea rapidamente para
evitar a eliminagdo com a descamacdo. Para se alimentar e manter sua
sobrevivéncia e seu desenvolvimento, o fungo secreta varias enzimas, como
proteases, lipases, elastases, colagenases, fosfatases e esterases, as quais
degradam macromoléculas presentes no tecido hospedeiro. A producdo dessas
enzimas constitui o principal fator de viruléncia dos dermatoéfitos e possibilita que
eles se tornem invasivos.*?

A onicomicose pode comprometer substancialmente a qualidade de vida dos
individuos afetados.”® Sendo esta uma doenca multifatorial, a faixa etaria do
paciente, por exemplo, tem exercido importante efeito em sua ocorréncia assim,
como o aumento da idade e da infec¢ao estdo diretamente correlacionados. Como
gualquer doenca infecciosa, um diagndstico correto e precoce é imprescindivel para
a escolha do tratamento adequado.> ** Fatores que contribuem para o aumento da

onicomicose mundial incluem maior fluxo de migracdo de pessoas e uso
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indiscrimando de medicacées como: antibidticos, corticoides e antineoplasicos®,
além dos fatores predisponentes, que incluem idade avancada, tinea pedis, trauma
ungueal repetitivo e algumas comorbidades como diabetes, imunodeficiéncia e
doenca arterial periférica.’

A apresentacdo clinica da onicomicose causada por uma determinada
espécie fangica € indistinguivel daquela causada por outras espécies. H& porém,
alguns sinais clinicos que sugerem a espécie fungica, embora definitivamente, o
agente etiologico s6 possa ser determinado, apos a identificacdo laboratorial por
meio de cultivo de fungos.® %°

Existem quatro principais apresentacdes clinicas das onicomicoses:
subungueal distal (lateral e endomix), subungueal proximal (superficial e distréfica
total).?° Estes s&o definidos pelo modo como o fungo invade a unidade ungueal.t
Classicamente, quatro tipos de onicomicoses s&o aceitos:*°

(A) Subungueal distal/lateral (mais comum). Nesta forma, o fungo invade a
camada cornea do hiponiquio e leito ungueal, causa espessamento da camada
cornea, eleva a borda livre e, consequentemente, causa onicolise. A principio, ocorre
onicélise com um minimo de ceratose subungueal e as unhas podem ter coloracdo
amarelo acastanhada. E causada principalmente pelo Trichophyton rubrum em que
0 acometimento do leito ungueal comumente resulta da infec¢ao plantar.

(B) Leuconiquia superficial — Em 90% dos casos 0 agente etioldgico € o
Trichophyton mentagrophytes var. interdigitale. Clinicamente, observam-se
pequenas placas brancas na regido dorsal da placa ungueal. Estas podem coalescer
e gradualmente, cobrir toda a superficie da unha.

(C) Leuconiquia subungueal proximal - Ocorre invasdo fangica Na parte
ventral da prega ungueal proximal gerando areas brancas além da cuticula, que
avancam distalmente. E causada principalmente pelo T. rubrum.

(D) Distrofica Total - Todas estas apresentacdes clinicas podem evoluir para
uma forma avancada chamada de distrofica total. Na onicomicose distrofica total
ocorre destruicdo total da lamina ungueal. Este processo patologico pode ser
decorrente de um longo periodo de infeccéo fungica ou onicomicose crbnica, mais
associado a candidiase mucocuténea cronica

Ha uma tendéncia a rotular qualquer processo envolvendo a placa ungueal
como uma infeccdo fungica, mas muitas outras doencas cutaneas podem alterar a

estrutura da unha.® O diagnéstico diferencial da onicomicose deve ser feito com
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afecc¢Bes que atingem as unhas como psoriase, liquen plano, infec¢des bacterianas,
dermatite de contato, tumores ungueais, sindrome das unhas amarelas, onicélise
idiopatica, paquioniquia congénita e onicodistrofias traumaticas.®

Tradicionalmente, 0 exame micoldgico direto com hidréxido de potassio (KOH)
e a cultura para fungos sao os métodos preferencialmente utilizados para o
diagndstico de onicomicose. O exame histoldgico de espécimes de lamina ungueal
com coloracdo pelo acido periédico Schiff (PAS) é considerado um método de
diagnostico complementar nos casos em que ha forte suspeita clinica de
onicomicose.”’

O diagnostico é realizado através de exame clinico dermatolégico e de
exames laboratoriais que consistem na retirada, por meio de curetagem, de
amostras subungueais. Na onicomicose, o exame micologico direto (EMD) é a
técnica mais eficiente de rastreamento.'® Nesse exame, sdo visualizadas hifas
hialinas artrosporadas tipicas dos dermatofitos, blastoconideos globosos ou ovais
com ou sem brotamento, hifas e pseudo-hifas com constricdes junto ao septo
caracteristicas das Candida spp e hifas hialinas septadas que sugerem fungos nao
dermatéfitos.*®

Também exames de culturas sao apropriadas. Os fungos, o T. rubrum
caracteriza-se pelo verso algodonoso e reverso avermelhado; o T. Mentagrophytes
pelo verso de aspecto pulverulento de coloracdo branca a creme e reverso
amarronzado e o T. Interdigitale pelo verso algodonoso e reverso amarronzado. As
colénias de Candida spp se caracterizam por ter uma coloracdo que vai de branca a

creme, além de serem lisas e brilhantes.*®

1.2.3 Tratamentos convencionais da Onicomicose

O tratamento para onicomicose consiste em medidas de higiene, medicacdes
topicas e sistémicas. O tratamento topico produz poucos efeitos adversos sistémicos
e ndo faz interacdo com outras drogas sistémicas utilizadas pelo paciente. Em
monoterapia, porém, esta indicada apenas para onicomicoses com
comprometimento inferior a 50% da lamina ungueal e para pacientes nos quais a

medicacdo sistémica estd contra-indicada.’® Na maioria das vezes o uso de
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7

isoladamente de antifingicos topicos € ineficaz, pois essas medicacbes nao
penetram por toda a unidade ungueal e ndo eliminam a infecgao.

Os antifungicos classicamente empregados no tratamento das onicomicoses
sdo a griseofulvina e o cetoconazol, que apresentam efeitos adversos como:
cefaléia, hipersensibilidade e eritema, interagindo também com outras drogas
(anticoagulantes orais e fenobarbital), acelerando seu metabolismo e diminuindo sua
biodisponibilidade.?® Por volta de 1990, estes antifiingicos foram substituidos por
itraconazol, fluconazol e terbinafina, que apresentam melhores resultados em menor
tempo e maior seguranga para 0 paciente, embora ainda apresentem efeitos
colaterais eles tém maior afinidade pela queratina e atingem o extrato cérneo em um
periodo de 8 a 24 horas, persistindo nas unhas por até 9 meses ap6s o término do
tratamento.*® %

O tratamento das onicomicoses representa uma das principais dificuldades
terapéuticas encontradas na pratica clinica, em raz&o de algumas particularidades:
as unhas sao estruturas ndo-vascularizadas, o que explica a pequena penetracao
dos medicamentos utilizados por via sistémica e o crescimento das unhas se faz de
maneira lenta (5 a 6 meses nas unhas das maos e 12 a 18 meses nas unhas dos
pés para cobrir todo leito ungueal). Portanto, as dermatofitoses das unhas dos pés
sdo mais rebeldes ao tratamento que as das mé&os e, quando tratados com
antifingicos, crescem 2 mm ao més.*°

Por isso, é importante o desenvolvimento de novas tecnologias e opc¢des

terapéuticas para o tratamento de onicomicoses.

1.2.4 Terapia Fotodinamica

A terapia fotodinamica (TFD) é uma modalidade terapéutica que combina o uso
de luz, oxigénio (O2) e compostos fotossensiveis para causar morte as ceélulas-
alvo.® As primeiras experiéncias com o tratamento fotodinAmico datam de
aproximadamente em 1900, sdo relatadas por Raab e Von Tappeiner, que
observaram que a exposicao ao corante alaranjado de acridina associado a luz pode
ser letal para protozoarios como o parameécio. Nem a luz nem o corante,
isoladamente, tiveram qualquer efeito aparente sobre o0s parameécios, mas,

associados, foram altamente citotoxicos. Outros pesquisadores tentaram destruir
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células tumorais pela exposicéo a radiacdo X, associada ao corante hematoporfirina.
Entretanto, esse procedimento ndo obteve sucesso, demonstrando que a fonte de
luz deve interagir com o corante.*?

Em 1903 ocorreu a primeira aplicacdo clinica da técnica com a utilizacdo de
eosina e luz para o tratamento de lapus vulgaris, sifilis, psoriase e cancer de pele
superficial.*?

A TFD requer a presenca de trés fatores que interagem concomitantemente:
agente fotossensibilizador (FS), fonte de luz e o oxigénio. Isoladamente o FS, nem a
luz tém a capacidade de produzir efeito deletério ao sistema biol6gico alvo. O
mecanismo de acao se da por dois tipos de reac¢des fisico-quimicas: reacdes tipo | e
tipo 113

A reacao do tipo | ocorre através da geracdo de radicais livres extremamente
reativos, sendo que o fotossensibilizador no estado excitado interage diretamente
com um substrato organico e/ou outras moléculas vizinhas (preferencialmente O,),
produzindo radicais ou fons radicais.** A maioria destes radicais reage
instantaneamente com o O, gerando uma mistura complexa de espécies reativas de
oxigénio (EROs ou ROS, do inglés reactive oxygen species), como 0 peroxido de
hidrogénio (H.0,), radical anion superdxido (O»*-) e hidroxila (-OH), os quais podem
oxidar uma variedade de biomoléculas.® * J& nas reacdes do tipo I, ocorre
formacdo de oxigénio singleto (*O,), altamente reativo, através da transferéncia de
energia do fotossensibilizador no estado tripleto excitado para o estado tripleto
fundamental do oxigénio.** O 'O, pode reagir com lipideos insaturados, amino&cidos
e acidos nucléicos. Como lipideos insaturados e proteinas sdo os principais
constituintes das membranas biologicas, as reacGes fotoxidativas ocasionam
alteracdes da permeabilidade celular, provocando a morte do tecido alvo via necrose
ou apoptose.3* 3°

Ao selecionar-se um determinado fotossensibilizador para uso em TFD, o
espectro de absorcdo Optica, ou seja, os comprimentos de onda nos quais este
fotossensibilizador é capaz de absorver, € uma das primeiras caracteristicas que
devem ser analisadas pois, conforme mencionado anteriormente, &€ necessario que o
cromoforo (qualquer substéncia capaz de absorver luz) absorva a energia da fonte
de luz para entéo, poder passar pelo processo de transicdo eletrénica que possibilita

sua acao fotodindmica. Sendo assim, conhecendo-se a faixa do espectro
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eletromagnético na qual este composto absorve luz, € possivel escolher a fonte de
ativacdo adequada para obtenc&o do efeito fotodinamico.3*3®

Allison et al. (2004) através de estudos com animais, formularam as diretrizes
e caracteristicas ideais que o fotossensibilizador deve apresentar para maximizar o
efeito fotodindmico da terapia. Deve apresentar eficiéncia fotoquimica, ser
biologicamente estével, provocar toxicidade minima aos tecidos no escuro, ser de
facil eliminacéo, ndo provocar mutagenicidade, ser de facil ativacdo e administracéo
e ter acdo localizada.®® Para isso, estudos de farmacocinética sdo necessarios, pois
permitem aumentar a eficiéncia da captacao, distribuicdo e localizacdo dos
fotossensibilizadores em modelos in vitro e in vivo.

A susceptibilidade a reacdo fotodinamica pode ser maior ou menor devido a

diferentes células-alvo variando, portanto, para células tumorais ou de tipos distintos
de micro-organismos. Desta forma, os protocolos de tratamento, considerando o
fotossensibilizador, o tempo de incubacdo e os parametros de iluminacdo, devem
ser padronizados para cada aplicacéo da terapia fotodinamica.
Sendo assim, para a definicho do protocolo para o fotossensibilizador alguns
parametros como as concentracdes e vias de adminstracdo utilizadas devem ser
analisadas. A concentracdo, é um fator de relevancia para o sucesso da reacao
fotodindmica, devem ser utilizadas em concentra¢cdes minimamente téxicas, uma vez
gue a concentracao escolhida ndo devera produzir danos ao alvo antes da ativacéo
pela fonte de luz (baixa toxicidade no escuro). A via de administracdo do
fotossensibilizador pode ser intravenosa ou tépica — o fato da fotossensibilizacdo
poder ser localizada € vantajoso, pois pode especificamente atingir o
microorganismo patogénico sem provocar qualquer efeito colateral no tecido do
hospedeiro, além de ser possivel inativar bactérias e fungos presentes em infecgéo
mista. ¥’

O tempo de incubacédo também tem grande relevancia para a terapia, visto
que no intervalo entre a administracdo e a iluminagdo espera-se que O
fotossensibilizador esteja presente no micro-organismo chegando inclusive, a
ultrapassar a barreira da membrana celular.®

A TFD apresenta acdo duplamente localizada, uma vez que o
fotossensibilizador é preferencialmente absorvido pelas células-alvo e a iluminacéo €

planejada para ativar apenas na regiao a ser tratada. Assim, evitam-se as super
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dosagens e também os efeitos colaterais associados a administracdo sistémica de
farmacos, como ocorre com 0s antifingicos sistémicos.*

Para a iluminacdo, o comprimento de onda, a irradiancia, o uso da
modalidade intersticial ou superficial e a fluéncia entregue sdo parametros a serem
bem avaliados. Estes fatores sdo importantes para a eficacia da TFD, uma vez que
o0 10, possui tempo de meia-vida curto.*® Os efeitos bioquimicos e funcionais da TFD
incluem a inativacdo de enzimas e outras proteinas e a peroxidacao lipidica,
ocasionando lise da membrana celular, lisossomos e mitocondria.** Além disso, o
oxigénio singleto gerado através da fotoexcitacéo do fotossensibilizador € um agente
oxidante nao-especifico, e por isso a célula ndo possui um mecanismo de defesa
contra esta molécula. Isto explica porque, teoricamente, ndo deve haver resisténcia
inerente  dos micro-organismos, mesmo daqueles resistentes as drogas
antimicrobianas.*?

Uma fonte de luz importante para a TFD € constituida por LED (light-emitting
diodes). Esses dispositivos apresentam um reduzido componente térmico e com
banda relativamente estreita em torno de um comprimento de onda*. LED sdo
diodos que emitem luz quando conectados a um circuito. A diferenca basica entre a
luz LASER (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation) e a de um LED
€ que neste ultimo predomina 0 mecanismo da emissao espontanea de radiacéo e
nos LASERs, a emissdo € estimulada. Dessa distincdo basica decorrem as
diferencas estruturais entre os dois dispositivos. A luz LASER apresenta
caracteristicas especiais com relagdo a dos LED (a geracdo de luz coerente e
colimada, e uma maior especificidade quanto a sua monocromaticidade), que
parecem conceder aos dispositivos LASER um desempenho geralmente superior,
porém de maior custo e, portanto, menor viabilidade. Dispositio LASER necessita de
grande quantidade de energia para geracdo de luz, enquanto dispositivos LED
necessitam de muito pouca energia. Além disso, os LED apresentam um largo
espectro de luz ndo-coerente e ndo-colimada , diferentemente dos lasers. Embora,
nesse aspecto, assemelhem-se as fontes de luz halégena, apresentam um espectro
de emissdo bem mais estreito que qualquer uma delas, apresentando um
aproveitamento bem melhor que a luz halégena. Por poderem emitir bandas
razoavelmente estreitas de comprimentos de onda, os LED também apresentam

uma monocromaticidade relativa muito maior que a destas lampadas.**
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O aumento no numero de linhagens microbianas resistentes aos farmacos
antimicrobianos impulsiona o desenvolvimento de novas técnicas para a inativagao
de micro-organismos. Estudos demonstram que, aproximadamente, dois anos apos
o inicio do uso disseminado de cada novo farmaco antimicrobiano, surgem as
primeiras linhagens resistentes. Isso decorre da selecdo de espécies com
mecanismos de resisténcia ao farmaco e o intervalo de tempo para a observacdo
clinica da infeccédo por essa populacdo.* % Essa situacdo ressalta ainda mais a
importancia do desenvolvimento de alternativas terapéuticas para controle
microbiano a antibioticoterapia. Portanto, € importante desenvolver um tratamento
gue possa atingir especificamente 0 micro-organismo patogénico sem provocar
qualquer efeito colateral no tecido do hospedeiro.*’

A terapia fotodindmica vem se mostrando eficiente na inativacdo de bactérias,
fungos e virus. Uma das vantagens da técnica € a baixa probabilidade de selecdo de
micro-organismos resistentes, uma vez que a resisténcia as espécies reativas de
oxigénio é praticamente impossivel de ocorrer. Diversas biomoléculas séo alvos da
oxidacdo induzida, causadora da morte celular, como lipidios, lisossomos,
mitocondrias e proteinas de membranas.”® Diversos fotossensibilizadores foram
investigados para uso em terapia fotodinamica antimicrobiana, entre eles porfirinas,
a protoporfirina IX, ftalocianinas, clorinas e azulenos.

As porfirinas ndo sao naturalmente absorvidas pelas células fungicas e o
efeito fototoxico causado é devido a fotoativacado das moléculas ndo-ligadas no meio

aquoso.>® 4

Quando irradiadas, as porfirinas alteram a membrana citoplasmaética,
permitindo sua penetracdo nas células e translocacdo para as membranas internas.
Com a continuacdo da irradiacdo, iniciam-se danos nos alvos intracelulares. Em
niveis bioquimicos, o fotoprocesso envolve principalmente peroxidacéo lipidica,
fotodegradacdo de esterdis insaturados e inativacdo de proteinas da parede
celular.**

A morfologia microbiana pode variar com as espécies, levando as diferencgas
na localizagdo do fotossensibilizador. Além disso, 0 tempo necessario para a
absorcdo do fotossensibilizador antes da iluminagcdo €é importante, pois esse
intervalo (denominado tempo de pré - irradiacdo) é o parametro que permite estimar
se o farmaco atingiu a localiza¢do a que se destina, fundamental para o sucesso da

terapia.*
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A fotodestruicdo microbiana é mais comumente alcancada com poténcias da
ordem de centenas de mW/cm?. Vale ressaltar que os efeitos obtidos por esta
terapia ndo sdo por temperatura elevada e sim, por reacdes fotoquimicas entre
fotossensibilizador, luz e o substrato. Mantendo-se a mesma dose de luz (densidade
de energia entregue por area de iluminacdo, também chamada fluéncia e
representada em J/cm?), que geralmente é associada ao resultado terapéutico,
pode-se variar a poténcia (ou taxa de fluéncia, dada em mwW/cm?) ou o tempo de
exposicao (dado em segundos) para adaptacdo do protocolo. No entanto, ndo se
pode ignorar o fato de que uma poténcia alta sobre um curto periodo de tempo
(alguns segundos) pode oferecer resultados diferentes em termos de destruigéo
microbiana, comparado a um protocolo com poténcia baixa por um periodo mais
longo (alguns minutos ou horas), ainda que a dose de luz tenha sido mantida a
mesma em ambos 0s casos.”’ Isto acontece porque a densidade de poténcia
representa a taxa de entrega de energia por area e um depdsito de energia mais
rapido ou mais lento modifica diversos parametros envolvidos, como a temperatura
no sitio irradiado ou a degradacédo das moléculas do fotossensibilizador, modificando
a eficiéncia do processo e portanto, seu resultado.

Micro-organismos,  usualmente, formam  estruturas tridimensionais
denominadas biofilmes. Essas organizacfes estruturais geralmente ndo respondem
bem a terapéutica com farmacos antimicrobianos, desenvolvendo facilmente
resisténcia a esses farmacos, uma vez que esta conformacgdo |hes confere maior
protecdo estrutural, inclusive perante o sistema imunolégico do hospedeiro.>?
Dovigo e colaboradores compararam o efeito da TFD em diversas espécies de
Candida sp nas formas planctbnicas e em biofilmes, utilizando curcumina como
agente fotossensibilizador. Nestes experimentos, obteve-se reducdo de
aproximadamente 98% para a forma plancténica e 85% para os biofilmes.*®A TFD
também foi avaliada para a inativacdo de biofilmes multi-espécies, incluindo S.
aureus, Streptococcus mutans e C. albicans, e foram encontrados resultados pouco
satisfatérios quando comparados aos encontrados para biofilmes de Unica espécie
microbiana.*®

Fatores tais como: interacdes farmacoldgicas, resisténcia fungica e a nao-
adesédo do paciente ao tratamento das onicomicoses (por motivos variados, como 0s
efeitos adversos das medicagbes) também sdo razbes que podem explicar as

possiveis falhas terapéuticas utilizando farmacos antiflngicas.”® Portanto, os
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estudos relacionados a terapia fotodinamica s&o de extrema importancia para o
estabelecimento de novos métodos que possam reduzir 0 niumero de pessoas
acometidas por onicomicose, representando melhora a saude publica e a qualidade

de vida destes pacientes.*

1.2.5 Fotossensibilizadores

Para ser utilizado em TFD um fotossensibilizador precisa apresentar
caracteristicas fotofisicas e fotoquimicas especificas, como seletividade pelas
células-alvo, e uma boa absorcao, alto rendimento quantico e apresentar resposta
bioldgica desejada. Neste trabalho de inativacdo de Trichophyton mentagrophytes in
vitro e o tratamento dos pacientes portadores de onicomicose, investigou-se a acao
de duas principais classes de compostos utilizados para inativacdo microbiana para
a verificagdo do melhor fotossensibilizador para esse micro-organismo, O
Photogem® (derivado de hematoporfirina) e a curcumina (polifenol).

O Photogem® (Figura 2-A) é um medicamento produzido a partir da
hematoporfirina, uma substancia presente no sangue de animais e de humanos.
Apresenta-se na forma de um poO violeta escuro, comercializado em frascos
esterilizados contendo 200 mg, sendo que sua distribuicdo € realizada somente sob
prescricao para instituicbes especializadas. Pode ser armazenado por até 2 anos em
um local protegido da luz e em temperatura inferior a 5 °C. Possui estabilidade
gquimica e fotoquimica e afinidade com estruturas bioldgicas. Uma das
caracteristicas € uma intensa banda de absorcdo aproximadamente em 400 nm,
(com coeficiente de absor¢do molar maior do que 200.000) conhecida como banda
de Soret.

O espectro de absor¢cdo mostra a banda de Soret na regiao aproximadamente
de 369 nm e quatro bandas Q entre 500 e 635 nm, como pode ser visualizado na
Figura 2-B. O espectro de fluorescéncia, para excitacdo em 405 nm, apresenta

bandas em aproximadamente 614 nm e em 660 nm (Figura 2-B). >*
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Figura2 - A) Embalagem comercial e B) Espectro de absorcao 6ptica do fotossensibilizador
Photogem®.

A curcumina (Figura 3A), sintetizada pela PDTPharma Ltda., Cravinhos-SP,
Brasil, € um composto natural extraido do acafrdo (Curcuma longa), um dos
curcumindides do tubérculo indiano da familia das Zengibriaceas, de cor amarela, e
usado, também, para colorir alimentos . Quando reage com o acido bdrico, a
curcumina produz um composto vermelho chamado rosocianina. Curcumindides tem
sido extensivamente estudados devido a sua ampla variedade de propriedades
farmacolégicas, em especial a atividade antitumoral. A curcumina pode existir de
duas formas: keto e enol (Figura 4A e 4B, respectivamente). A forma enol é a mais

energeticamente estavel.>*
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Figura 3 - A) Embalagem comercial e B) Espectro de absorgédo 6ptica do fotossensibilizador
Curcumina.
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Forma Keto Forma Enol

Figura 4 - Estrutura quimica da Curcumina A) Forma Keto e B) forma Enol.

A curcumina também tem efeito bactericida: aplicando a TFD como um
tratamento antibiético alternativo, a curcumina pode ser wusada como
fotossensibilizador e atuar em infecgdes superficiais localizadas.> O pico de
absorcdo maximo da Curcumina encontra-se em torno de 430 nm (3-B) e é

praticamente insolGvel em agua.>®
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1.3 JUSTIFICATIVA

A relevancia do estudo proposto reside no fato das onicomicoses serem uma
das mais comuns infeccbes ungueais e aumenta a incidéncia do risco de
desenvolvimento de infec¢des. Por ndo apresentar sintomas dolorosos inicialmente,
sendo predominantemente estético; o paciente costuma postergar a procura por
atendimento especializado, e quando vai ao médico, a infeccéo ja se encontra num
estagio mais vancado, necessitando de medicacao via oral.

O tratamento desta afeccdo é longo, dificil e oneroso, exigindo multiplas
visitas ao médico e exames complementares, dificultando o tratamento. Além de
afetar a qualidade de vida dos pacientes, a onicomicose altera a estrutura da unha,
causando microtraumas na pele ao redor, que podem se tornar porta de entrada
para outras infecgoes.

Propomos a terapia fotodinamica para o tratamento da onicomicose, sendo
um tratamento eficaz, seguro e com menor custo para esta afec¢do tdo comum,

além de manter a mesma eficacia e seguranca do tratamento convencional.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Geral

O presente trabalho tem como objetivo reunir e atualizar o estudo a respeito da
terapéutica das onicomicoses, bem como a avaliacdo da eficiéncia da TFD na
inativacdo de micro-organismos causadores desta doenca, Primeiramente,
avaliamos o efeito da técnica em ensaios in vitro e posteriomente em aplicacéo
clinica. Esta pesquisa é a Unica descrita até 0 momento para investigar a distribui¢cdo
dos compostos fotossensibilizadores em solugéo topica, assim como a possivel
seletividade dos farmacos pelos micro-organismo. Além disso, pretendemos obter
importantes informacgfes relativas a fluéncia e intensidade luminosa necessarias
para o tratamento das lesOes, estabecendo a TFD como uma nova modalidade

terapéutica e com a padronizacao de protocolos clinicos.
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1.4.2 Especificos

Capitulo 1

e Detalhar os agentes causadores da onicomicose em humanos e 0s aspectos

clinicos da doenca;

e Descrever os grupos de medicamentos antifungicos existentes e disponiveis;

Capitulo 2

e Acompanhar a cinética de duas classes distintas de fotossensibilizadores com
localizagc&o seletiva em Trychophyton mentagrophytes por microscopia confocal de
fluorescéncia;

e Avaliar através de ensaios in vitro o dano celular fotodindmico ocasionado no
micro-organismo;

e Avaliar os efeitos da TFD sobre cultura do fungo Trychophyton
mentagrophytes para diferentes concentragdes de fotossensibilizadores, tempos de
incubacéo e fluéncias de luz;

e Avaliar os efeitos da TFD com ativacao destes compostos fotossensibilizantes
através de fontes de luz em 470 e 630 nm (Biotables), cujos dispositivos foram
desenvolvidos no Laboratério de Apoio Tecnoldgico (LAT/IFSC-USP);

Capitulo 3

e Ensaios clinicos e avaliacdo da terapia fotodinamica para o tratamento da
onicomicose em pacientes infectados que ja haviam testado outras terapias;

e Detalhar os agentes causadores de onicomicoses em humanos e os aspectos
clinicos da doencga;

e Abordar a viabilidade da pratica da TFD em onicomicoses para uso clinico,
assim como a viabilidade de custo e tempo de tratamento.

e Comparar os resultados dos pacientes tratados com duas classes distintas de

fotossensibilizadores;
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e Avaliar eficacia da TFD como tratamento de onicomicoses em lesdes com

tempos diferentes
Capitulo 4
e Desenvolver um kit para TFD em onicomicose, constituido de solucéo

fotossensibilizadora e fonte de luz desenvolvida especificamente para se adaptar

adequadamente desenvolvida a geometria dos pés e maos.
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Capitulo 2 - AVALIAC;AO DO EFEITO FOTODINAMICO SOBRE O
CRESCIMENTO IN VITRO DE TRYCOPHYTON MENTAGROPHYTES
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2.1 JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos a TFD em inativacdo de micro-organismos vém despertando
atencdo especial a etiologia fungica nos processos infecciosos. Existem muitas
diferencas n&o compreendidas entre as variedades de micro-organismos
causadores de onicomicose. Os fungos patogénicos mais comumente isolados
pertencem ao grupo dos dermatofitos, seguido das leveduras. Existem relatos de
maior dificuldade no tratamento com antifingicos nas infec¢des por Trychophyto sp.
Neste contexto, avaliamos a viabilidade da inativacdo fotodindmica de cepas de
espécies de Trychophyton mentagrophytes, um dos fungos causadores de
onicomicose.

Existe, portanto uma lacuna de conhecimento associado ao estudo de
parametros para inativacdo deste patégeno por TFD. Nos testes in vitro
estudaremos quais parametros podem ser mais eficazes e determinaremos a
concentracdo de fotossensibilizadores e intensidade de luz necesséria para inibir o
crescimento do micro-organismo enfocando a padronizacdo. Assim, 0S ensaios in
vitro podera ampliar os conhecimentos sobre a viabilidade celular apés TFD e
contribuir para o melhor entendimento da biologia destes microrganismos,
possibilitando o estabelecimento de estratégias futuras no tratamento da

onicomicose nos pacientes acometidos.

OBJETIVOS

2.1.1 Especificos

2.1.2 In vitro:

e Acompanhar a cinética de duas classes distintas de fotossensibilizadores: a
porfirina e curcumina, para analisar a localizagdo seletiva em Trychophyton

mentagrophytes por microscopia confocal de fluorescéncia;
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e Avaliar o dano celular fotodinamico ocasionado no micro-organismo por
microscopia confocal de fluorescéncia;

e Avaliar os efeitos da TFD sobre cultura do fungo Trychophyton
mentagrophytes para diferentes concentragdes de fotossensibilizadores, tempos de
incubacéo e fluéncias de luz;

e Avaliar os efeitos da TFD com ativacao destes compostos fotossensibilizantes
através de fontes de luz em 470 e 630 nm (Biotables), cujos dispositivos foram

desenvolvidos no Laboratoério de Apoio Tecnolégico (LAT/IFSC-USP);

2.2 MATERIAL E METODOS

2.21 MATERIAL

Foi utilizado isolado de Trychophyton mentagrophytes ATCC 11481 obtido de
uma dermatofitose humana (INCQS-401811; Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude), cedido pela FIOCRUZ (Fundacdo Oswaldo Cruz). Foi
utilizada a Instrucdo de Reidratacdo das Culturas de acordo com o POP
(Procedimento Opedacional Padrao) 65.32330.006 fornecido pela FIOCRUZ .

O isolado foi cultivado e mantido em placas de Petri contendo meio
Sabouraud Dextrose Agar (Difco® — BD & Co, EUA) com incubagéo a 37 °C por 7

dias, com subcultivos semanais.

2.2.2 Fotossensibilizadores

Foram investigados dois fotossensibilizadores pertencentes a duas classes
distintas: porfirina e curcumina. A porfirina (Photogem® — Moscou, Russia. Aprovado
pelo Ministry of Public Health Service and Medical Industry of Russian Federation),
apresenta-se na forma de um pO violeta escuro, comercializado em frascos

esterilizados contendo 200 mg do pé. Pode ser armazenado por até 2 anos em local
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protegido da luz e temperatura inferior a 5 °C. A Curcumina (PDTPharma Ltda.,
Cravinhos-SP, Brasil), consiste em pd de cor amarela, insolivel em &agua, pouco
soltivel em etanol e muito soltvel em solvente organico DMSO (dimetil sulfoxido) e

em N-metil-glucamina.

Atualmente, a curcumina € disponibilizada em duas formas de apresentacao
farmacéutica: em solucdo contendo 30% (p/v) do principio ativo (curcumina e
derivados curcimindides) diluidos no solvente N-metil-glucamina; em po6 (envelopes
metalizados contendo 1 g), contendo 40% de curcumina e 60% de outros
curcumindides (demetoxi-curcumina + Bis-demetoxicurcumina). Neste trabalho para
0os testes in vitro utilizamos a curcumina em solugdo, a qual denominamos

curcumindides.

2.2.3 Microscoépio Confocal

As imagens foram realizadas em microscopio confocal invertido (Zeiss —
LSM780) com excitacdo em 405 nm tanto para o Photogem® quanto para a

curcumina.

2.2.4 Fonte Luminosa

A fonte de luz empregada na iluminacdo das amostras deste estudo foram
dois equipamentos constituido de LEDs (light emitting diodes), desenvolvidos pelo
Laboratdrio de Apoio Tecnoldgico - LAT/USP (Instituto de Fisica de Sao Carlos,
IFSC/USP), intitulado de Biotable (Figura 5), sendo uma vermelha (630 nm) e outra
azul (450 nm). O equipamento € projetado para a irradiacdo uniforme de placas tipo
multi-pocos contendo 24 pocgos.

A Biotable possui intensidade de saida constante, sendo a vermelha em 46
mW/cm?, e a azul 35 mW/cm?® A luz emitida se encontra numa estreita faixa do
espectro eletromagnético, na qual o FS empregado apresenta alta capacidade de
absorcao de luz.

Para os ensaios com Photogem® foi utilizado equipamento com emissdo em

630 nm (Figura 5 A) e para os realizados com Curcumina foi utilizado equipamento
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com emissdo em 450 nm (Figura 5 B), escolhidos de acordo com 0s espectros de

absorcao dos fotossensibilizadores.

Figura 5 - Biotable — Equipamentos de LEDs A) vermelho emitindo em 630nm e B) azul emitindo
em 450 nm, desenvolvidos pelo Laboratério de Apoio Tecnolégico — IFSC/USP.

2.25 METODOS

2.25.1 Procedimemtos

2.2.5.1.1 Protocolo de preparo das amostras para Microscopia Confocal

Para preparo das amostras para microscopia confocal fragmentos de T.
mentagrophytes foram cultivados em caldo Sabouraud Dextrose (Difco® — BD & Co,
EUA) por 24 horas em estufa a 37 'C, os fragmentos foram lavados em agua
destilada autoclavada por cinco vezes com agitacao em vortex de modo a eliminar o
agar sabouraud, uma vez que este meio de cultura apresenta fluorescéncia e
poderia influenciar nos resultados obtidos. Apds estes procedimentos 0s micro-
organismos foram entdo, dispostos em laminulas conforme demonstrado na Figura
6.
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Raspagem da

cultura 1 2 3 4 5
v /)
N A
— \

Incubacdo do fungo Lavagem em agua destilada autoclavada

como 5vezes em vortex.
Fotossensibilizador Micro-organismos

Tempo : 5,10,15¢ 20 dispostos em laminulas,

minutos posteriormente analise

microscopica.

Figura 6 - Metodologia utilizada para Microscopia confocal: apos a raspagem da cultura, fez-se a
incubacéo do fungo com o fotossensibilizador por 5,10,15 e 20 minutos, e apés este
procedimento, realizou-de a lavagem dos fungos em agua destilada autoclavada por 5
vezes no vortex, entdo, os micro-organismos foram dispostos em laminulas para
posterior analise microscopica.

2.25.2 Andlise da morfologia de fragmentos de Trychophyton

mentagrophytes em microscoépio confocal

Para visualizar as caracteristicas do patégeno, preparamos as amostras, sem
marcador para analisar as caracteristicas naturais do micro-organimo e em uma
segunda amostra marcamos O micro-organismo com Safranina, que Bond e
colaboradores®®, descreveram a influéncia no comprimento de onda da fluorescéncia
da safranina em funcdo da composicao celular, eles relatam que a fluorescéncia na

regiao entre o verde e o amarelo refere-se a parede celular rica em quitina.
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2.253 Cinética em microscopio confocal para fragmentos de
Trychophyton mentagrophytes.

Para analise da cinética dos fotossensibilizadores, os micro-organismos
isolados, ap0s o preparo das amostras, foram incubados em solu¢do contendo o
composto a ser analisado, que para este estudo foram o Photogem® e o
Curcumindide, na concentragdo de 150 pg/mL para cada um dos
fotossensibilizadores em recipientes separados, foram avaliados nos seguintes
tempos: 5, 10, 15 e 20 minutos, ap0s o tempo de incubacdo os micro-organismos

foram lavados novamente e dispostos em laminulas para posterior andlise.

2254 Avaliacdo do efeito da Terapia Fotodindmica em microscopia

confocal

Para a avaliacdo e analise do efeito da TFD nos micro-organismos,
preparamos as amostras conforme o protocolo proposto e entdo deixamos 0S micro-
organismos incubados nos tempos: 5, 10, 15 e 20 minutos, na concentracao de 150
Mg/mL para os dois FS e apés o tempo de incubacdo os micro-organismos foram
lavados novamente e irradiados nas Biotables sendo que, para os micro-organismos
incubados com o Photogem® utilizamos comprimento de onda 630 nm e intensidade
35 mW/cm?, por 20 minutos, totalizando fluéncia de 42 J/cm? e para os micro-
organismos incubados com o o curcumindide comprimento de onda 450 nm e
intensidade 46 mW/cm? por 16 minutos, totalizando fluéncia de 42 J/icm? e
imediatamente apdés a Terapia Fotodinamica, avaliou-se a morfologia dos
fragmentos do patégeno em microscopio confocal. A aquisicdo de imagem para
visualizar o Photogem® ocorreu em dois canais: um na regido do verde-azul para
visualizar a morfologia do patdgeno e outro na regido do vermelho para detectar o
fotossensibilizador. Para detectar a curcumina a aquisicao de imagem foi realizada

em espectral com 32 canais.
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2.255 Protocolo de preparo do isolado de Trychophyton mentagrophytes

para os ensaios In vitro e condi¢gdes experimentais avaliadas.

Para a realizacdo dos experimentos, misturas de conidios e fragmentos de
hifas dos dermatofitos foram transferidas para um tubo falcon estéril e em seguida
homogeneizadas em vértex vigorosamente por 30 segundos. A densidade da
suspensao foi analisada em espectrofotdmetro Cary 50bio Varian® levando a uma
concentracdo celular de 1,5 x 10° células/mL.

Aliquotas de 150 uL das suspensdes celulares do micro-organismo avaliado
foram pipetadas individualmente em trés pogos de uma placa multipogos. A seguir
analisamos quatro condi¢Bes experimentais: Sem Luz e sem FS (P-L-, onde P é o
fotossesnsibilizador e L € Luz); Com FS e sem Luz (P+L-). Sem FS e com Luz (P-
L+) e Com FS e Com Luz (P+L+) = grupo TFD. Todas as placas foram deixadas em

repouso antes dos procedimentos no escuro durante 20 minutos.

2.2.5.6 Procedimento para analise da eficacia dos testes In vitro em cada

condicdo experimental avaliada.

Para todas as condi¢cdes avaliadas, foram realizadas diluicdes seriadas de
1:10 a partir das amostras contidas nos orificios das placas. Para isso, uma aliquota
de 100 pL foi removida de cada amostra e transferida para um tubo de ensaio
contendo 900 pL de agua destilada autoclavada. Este tubo foi agitado
vigorosamente em agitador de tubos e uma nova aliquota de 100 pL foi removida do
mesmo e colocada em outro tubo de ensaio contendo 900 puL de agua destilada
autoclavada. Esse procedimento foi realizado trés vezes para cada amostra e, desta
forma, as diluicdes seriadas de 10™ a 10 foram obtidas.

Foram utilizadas as diluices seriadas (10, 102, 10%, 10*, 10®° e 10°) para a
realizacdo da semeadura nas placas de Petri contendo o meio de cultura Sabouraud
Dextrose Agar. A seguir, aliquotas de 25 pL de cada diluicdo seriada foram
pipetadas em triplicata. Cada aliquota foi transferida para um dos quadrantes de trés

placas de Petri contendo o meio de cultura. Adicionalmente, aliquotas de 25 pL
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foram removidas das cavidades das placas de orificios e transferidas diretamente
para um quadrante da placa de Petri, sem a realizacao de diluicdo (Figura 7). Uma
alca de Drigalsky estéril foi utilizada para espalhar a solu¢cdo sobre o meio de cultura
em cada quadrante da placa. Também os procedimentos de semeadura foram
realizados em triplicatas.

Apds uma semana de incubacido a 37 °C, as placas de Petri referentes as
amostras das condi¢cbes experimentais avaliadas foram submetidas a contagem de
colonias. Para este procedimento, a quantificacdo das colbnias foi realizada e os

numeros de unidades formadoras de coldnias foram calculados.

100 pL 100 pL

100 L ! 2 i
’ Agua destilada
solugdo de Trychophyton autoclavacda (900 pL cada)
mentagrophytes na :

concentragdo celular ¢ u
(106 células/mL)

- o -
101 1074 101
103410 -2 10535 102 103 | 10°2
Triplicata

Figura 7- Diluigbes seriadas pipetadas em ftriplicata, sendo que 100 pL da solugédo de Trychophyton
mentagrophytes na concentracao celular de 10 6 células /mL), foram transferiadas para
900 yL de agua destilada autoclavada, posteriormente aliquotas de 25 yL de cada
transferida para um dos quadrantes de trés placas de Petri contendo o meio de cultura.
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condigéo experimental variando as condi¢gdes experimentais.

Procedimento para analise da eficacia dos testes In vitro em cada

Os parametros avaliados nos ensaios In vitro foram comparativos entre dois

fotossensibilizadores o Photogem® e o Curcumindide, onde analisamos diferentes

dose de energia, concentracao dos fotossensibilizadores, intensidade de luz e tempo

de exposicao representasdos na Tabela 1.

Tabela 1- Parametros de terapia fotodindmica avaliados na inativagéo in vitro do
Trychophyton mentagrophytes

Fotossensibilizador

Dose
energética

Concentracéo do
fotossensibilizador

Intensidade

Tempo de
exposic¢éao

Photogem®

11 J/icm?

1,25 mg/mL

2,5 mg/mL

5 mg/mL

10 mg/mL

22 Jlcm?

1,25 mg/mL

2,5 mg/mL

5 mg/mL

10 mg/mL

33 Jiem?

1,25 mg/mL

2,5 mg/mL

5 mg/mL

10 mg/mL

46 mW/cm?

4 minutos

8 minutos

12 minutos

Curcumina

10,5 J/cm?

10 mg/mL

25 mg/mL

50 mg/mL

100 mg/mL

21 J/cm2

10 mg/mL

25 mg/mL

50 mg/mL

100 mg/mL

31,5 Jiem?

10 mg/mL

25 mg/mL

50 mg/mL

100 mg/mL

35 mW/cm?

5 minutos

10 minutos

15 minutos
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2258 Avaliacdo do crescimento in vitro de Trychophyton
mentagrophytes sem luz e sem farmaco (P-L-)

Na condicdo experimental, sem luz e sem farmaco (P-L-, onde P é o
fotossensibilizador e L € luz), foram incluidas amostras do micro-organismo na
concentrac&o celular (10° células/mL), que nao foram submetidas aos procedimentos
de TFD denominamos este grupo como grupo controle. O mesmo volume de agua
destilada estéril foi transferido para cada um dos poc¢os, no escuro e em seguida
foram contados os tempos de incubacao, representando os mesmos tempos de
irradiacdo, e os resultados obtidos nesse grupo (P-L-) foram utilizados como
parametro para comparacdo com aqueles obtidos com as culturas das amostras
submetidas a fotossensibilizacdo (citotoxicidade no escuro) e a iluminacdo com o
LED.

2259 Avaliagdo da citotoxicidade no escuro dos fotossensibilizadores
sobre o in vitro de Trychophyton mentagrophytes (P+L-)

Para a avaliacdo da existéncia de efeitos toxicos dos fotossensibilizadores
sobre o crescimento in vitro de Trychophyton mentagrophytes, foram adicionados
150 pL dos fotossensibilizadores (Photogem® e/ou Curcumina), porém em
concentracOes diferentes (ver Tabela 1), e na mesma concentracdo celular do
patégeno. Neste estudo amostras continham o fotossensibilizador, porém, n&do foram
iluminadas com o LED (P+L-). ApGs o tempo de incubacdo 20 minutos, e 0 tempo
representando semelhante ao tempo de cada uma das doses de luz avaliadas, o
patogeno foi plaqueado. Esses tempos equivalem aos tempos de irradiagéo para os
grupos de fungos irradiados na presenca (P+L+) e na auséncia (P-L+) de FS. As
concentracbes de Photogem® avaliadas foram de 1,25, 2,5, 5 e 10 mg/mL, e para o

Curcumindide as concentragfes foram de 10, 25, 50 e 100 mg/mL.
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2.2.5.10 Avaliacdo do efeito luminoso sobre o crescimento in vitro de
Trychophyton mentagrophytes (P-L+)

Este experimento avaliou se a aplicacdo de luz, na auséncia do
fotossensibilizador, poderia apresentar efeitos téxicos ou estimuladores para o0s
micro-organismos avaliados. Apos 20 minutos de incubacdo no escuro, iniciou-se a
irradiacdo. Os resultados foram comparados com 0s grupos controle. Para cada
teste, foram avaliadas aliquotas de 150 pL da suspensdo de celular, com o mesmo
volume de &gua destilada autoclavada (150 uL), tempo de incubacdo (prévio a
irradiacdo). A placa foi colocada sobre a Biotable (Figura 5). O aparelho foi acionado
e todos os poc¢os da placa foram iluminados uniforme e simultaneamente.

Irradiamos com intensidade de 46 mW/cm? e fluéncias de 11; 22 e 33 J/cm?,
para o comprimento de onda de 630 nm; na intensidade de 35 mW/cm? e também

nas fluéncias de 10,5; 21 e 31,5 J/cm?, para o comprimento de onda de 450 nm.

22511 Avaliacao do efeito fotodindmico sobre o crescimento in vitro de

Trychophyton mentagrophytes (P+L+)

Para a avaliacdo da TFD propriamente dita, avaliou-se a solucdo de
Trychophyton mentagrophytes na concentracdo celular (10° células/mL) adicionou-
se a mesma quantidade de fotossensibilizador. Ap6s o tempo de incubacdo no
escuro, iniciou-se a irradiagdo. Variando as concentragcdes avaliadas. As
concentracfes de Photogem® avaliadas foram de 1,25, 2,5, 5 e 10 mg/mL, e para o
Curcumindide as concentracdes foram de 10, 25, 50 e 100 mg/mL. Irradiamos com
intensidade de 46 mW/cm? e fluéncias de 11; 22 e 33 J/cm?, para o comprimento de
onda de 630 nm; na intensidade de 35 mW/cm? e também nas fluéncias de 10,5;

21 e 31,5 J/lcm?, para o comprimento de onda de 450 nm.
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2.2.6 Avaliacdo da Eficacia do tratamento in vitro depois dos
experimentos

2.26.1 Contagem de UFC- Unidades formadoras de coldnia

Para cada condi¢do avaliada neste estudo, foram realizadas trés repetigcdes.
Esta decisdo baseou-se em metodologias publicadas que avaliaram a efetividade da
TFD antimicrobiana, nas quais a utilizacdo de trés amostras por grupo mostra-se
adequada®’. Quando observamos valores inferiores a 30 (como por exemplo no
grupo P+L+ com Photogem®), o numero de colbnias considerado foi referente a
diluicdo que apresentou algum crescimento. Apés a contagem, foi obtida a média
entre as triplicatas de cada amostra e o nimero de unidades formadoras de colbénias
por mililitro (UFC/mL). O célculo das UFC/mL foram realizados através da seguinte

equacaol,

UFC nfde colénias X n°de diluicbes

(1)

mlL Volume (ml)

Como os valores de UFC/mL s&do extremamente elevados, estes foram
transformados em logaritmo (de base 10). Inicialmente, procedeu-se a analise
descritiva dos dados por meio do calculo das medidas de resumo. Como o objetivo
principal do estudo foi verificar a eficacia dos tratamentos na reducéo de viabilidade
do T. mentagrophytes, a andlise inferencial a ser utilizada possibilita a comparacéo

entre os grupos estudados.

2.2.6.2 Analise Estatistica

Os dados foram tratados por teste do tipo Student-T, realizado no programa
Microsoft Excel 2007.
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Cinética em microscopia confocal

Através do estudo da imagem de microscopia Optica confocal de fragmentos
de T. mentagrophytes analisamos a morfologia deste micro-organismo. A Figura 8-A
mostra, a fluorescéncia natural (ndo-marcada), onde observamos as caracteristicas
das hifas do patdgeno que séao cilindricas alongadas e com ramificacfes. Na figura
8-B demonstramos o micro-organismo marcado com safranina, pudemos observar a
emissao de fluorescéncia da safranina que evidencia a parede celular rica em quitina

como descrito por Bond e colaboradores.>®

Figura 8 - A) Fluorescéncia natural de T. Mentagrophytes na regido do azul-verde. A escala refere-se
a 20 um e aumento de 40X com agua de imersao. B) T. Mentagrophytes marcado com
safranina. Observa-se fluorescéncia na regido entre o verde e o amarelo da parede
celular e da estrutura intracelular correspondente a quitina. A escala refere-se a 20 um.

2.3.2 Incubacdo em solucdo de Photogem®

Figura 9 mostra a distribuicdo do Photogem® nas hifas do patdégeno em
diferentes tempos de incubacéo. A fluorescéncia no espectro do azul-verde refere-se
a fluorescéncia natural do T. Mentagrophytes e em vermelho a emissédo de

fluorescéncia do Photogem®.
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Figura9 - Imagem de microscopia confocal de T. Mentagrophytes imerso por 5, 10, 15 e 20
minutos, A, B, C e D, respectivamente, em solugdo de Photogem® na concentracdo de
150 pg/mL e em seguida lavado por cinco vezes com agitagdo em vortex. A
fluorescéncia em azul-verde representa a fluorescéncia natural do patégeno, e em
vermelho a fluorescéncia do Photogem®. E importante observar a presenca do
fotossensibilizador nas paredes das hifas, sendo dependente do tempo de incubacéo.
Quanto maior o tempo de incubacdo, maior a distribuicdo do composto no interior da
hifa. A escala refere-se a 20 ym.

O Photogem® mostrou afinidade pelo micro-organismo, uma vez que com
apenas 5 minutos de incubacéo foi possivel observar a presenca da droga em
algumas partes do fungo. Para maior tempo de incubacéo, houve uma distribui¢éo

mais homogénea do composto por todo o citoplasma e na parede celular das hifas (

Figura 9). Isto explica um provavel mecanismo de distribuicdo da droga dentro
da célula do patdégeno, em que o medicamento é rapidamente absorvido por uma
estrutura especifica e depois distribuido por toda a célula. Apés 20 minutos de
incubacédo do FS, é possivel observar o Photogem® em toda superficie da hifa, sem

privilégio de uma localizagéo especifica.

2.3.3 2.3.5Incubacdo em solucdo de Curcumindide
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Figura 10 mostra a localizacdo da solu¢do de curcumina em diferentes
tempos de incubagé@o. Podemos observar a autofluorecéncia emitida pelo patégeno

combinada com a fluorescéncia emitida pela curcumina. Observamos que com o

aumento do tempo de incubacéao a fluorecéncia da curcumina aumenta.

Figura 10- Imagens de microscopia confocal de fragmentos de T. Mentagrophytes imersos em
solugdo de curcumindide na concentragdo de 150 pg/mL por 5, 10, 15 e 20 minutos, A,
B, C e D, respectivamente. E notavel a presenca do fotossensibilizador em todos os
tempos de incubacdo avaliados — quanto maior o tempo de incubacdo, maior a
concentracdo do fotossensibilizador no patégeno. A escala refere-se a 20 pm.

A curcumina estava localizada no patégeno, em todos os tempos de
incubacdo avaliados e, mostrando afinidade pelo micro-organismo, uma vez que
com apenas 5 minutos de incubacao foi possivel observar o composto na parede
celular do micro-organismo. Pode-se observar que no tempo de 5 minutos o
fotossensibilizador ndo est4d presente em todas as hifas; com 10 minutos de
incubagdo apresenta-se mais homogéneo, e apos 15 minutos observamos uma
distribuicdo mais generalizada da fluorescéncia.

Observou-se, para os dois fotossensibilizadores que em maior tempo de
incubacdo houve uma distribuicdo mais homogénea dos compostos por todas as
hifas. Através desta analise estudamos a localizacdo dos fotossensibilizadores
distribuidos nas hifas do micro-organismo de acordo com o tempo de incubacao

como demonstrado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Localizacéo dos fotossensibilizadores nas hifas de T. Mentagrophytes em fun¢éo do tempo

de incubacéo.

| Tempo (minutos)
5 10 15 20
Superficie
Externa * % . .
Parede/
Photogem® Membranas * * * *
Citoplasma
*
*
Superficie
Externa . . .
Curcumindide .
Parede/
Membranas * %
Citoplasma % * *

2.3.4 Avaliacdo do efeito da terapia fotodinamica em microscopia
confocal

2.3.4.1 Terapia fotodinamica com Photogem®

A Figura 11 apresenta os fragmentos de T. Mentagrophytes submetidos a
TFD ap6s imersdo em Photogem® por 5, 10, 15 e 20 minutos, com dose final de

energia de 52,5 J/cm?
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Figura 11- Imagens de microscopia confocal de fragmentos de T. Mentagrophytes imediatamente
apos tratamento com TFD apés imersdo por 5, 10 15 e 20 minutos A, B, C e D,
respectivamente em solugdo de Photogem® na concentracdo de 150 pg/mL. A escala
refere-se a 20 um. A seta na figura A indica resquicio de FS ap6s a TFD, na figuraB e C
indica hifas integras apds a TFD e na figura D indica a presenca de material amorfo.

A Figura 11, demostra a distribuicdo do Photogem® apls a terapia

fotodinamica nas hifas do patégeno. Na

Figura 11-A, observa-se as hifas do patdgeno fragmentadas com fluorescéncia
do fotossensibilizador, além da evidéncia do efeito fotodinamico, porém, nao houve a
degradacédo de todo o fotossensibilizador. Quando a TFD foi realizada com o tempo
de incubacdo de 10 minutos (Figura 11-B), ndo se observa fluorescéncia do
fotossensibilizador nas hifas, porém, ainda existem hifas inteiras. Nos tempos de
incubacédo 15 e 20 miutos (Figura 11- C e D), quando realiza-se a TFD, observa-se
mudanca na fluorescéncia e presenca de material amorfo, conforme indicada nas
setas e nao sendo possivel visualizar hifas intactas. Crescimento quantitativo nao foi
observado no patégeno apds o tratamento. Este ensaio sugere que o tempo de
incubacdo do micro-organismo com o FS pode aumentar a eficiéncia da TFD, e que
nao é viavel que este seja menos que 20 minutos. Esses resultados explicam as

altas taxas de inibicdo obtidas para este fotossensibilizador.

2.3.4.2 Terapia fotodinamica com Curcumina

Os resultados da TFD em fragmentos imersos em solucdo de Curcumindide

por 5, 10, 15 e 20 minutos sé&o apresentados na Figura 12.
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Figura 12- Imagens de microscopia confocal de fragmentos de T. Mentagrophytes imediatamente
apés tratamento com TFD apés imersédo por 5, 10 15 e 20 minutos A, B, C e D,
respectivamente em solugdo de curcumina na concentracdo de 150 pg/mL. A escala
refere-se a 20 ym. A escala refere-se a 20 ym. A seta na figura A e B indica hifas
integras apos a TFD, na figura C e D indica indica a presenga de material amorfo.

Os patdégenos incubados com a curcumina também demostram a distribuicdo
heterogénea desta nas hifas do patégeno. A Figura 12 refere-se ao fragmento
imerso por 5, 10, 15 e 20 minutos, respectivamente. De acordo com a cinética
avaliada anteriormente, neste periodo, o composto localiza-se principalmente nas
paredes celulares. Apos a terapia fotodinAmica observa-se uma quebra e diminuicéo
no tamanho das hifas. Neste caso, o efeito da TFD foi evidenciado. Observa-se na
Figura 12-A que ainda existem algumas hifas inteiras, por isso, a necessidade de um
tempo maior de incubacdo. Quando a TFD foi realizada com o tempo de incubacéo
de 10 minutos (Figura 12-B), observa-se uma maior quantidade de hifas quebradas,
porém, ainda existem hifas inteiras. Para os tempos de incubacao 15 e 20 minutos
(Figura 12-C e D), observa-se a presenca de material amorfo, conforme indicada nas

setas e ja ndo é possivel visualizar hifas intactas.
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2.3.5 Avaliacdo da efetividade da TFD na inativacdo de Trychophyton
mentagrophytes (ATCC)

2.35.1 Avaliacdo dos testes efetuados com o Photogem® como
fotossensibilizador.

Foram investigadas através da contagem de colbnias acbes isoladas
utilizando Photogem® como agente fotossensibilizador (toxicidade no escuro) e da
luz nas doses empregadas sobre o crescimento microbiano do T. mentagrophytes e
comparando com os resultados dos micro-organismos submetido a TFD foi
constatado que somente o FS e somente a luz, exerceram pouco efeito inibitorio,
demonstrando que as condi¢des padronizadas foram devidamente estabelecidas de

modo a ndo deixar davidas sobre a eficiéncia fotodindmica. (Figura 13)

Nos resultados dos grupos submetidos a TFD, observou-se uma tendéncia de
reducdo nos valores em escala logaritmica (base 10) dos grupos avaliados em
relacéo ao grupo controle. Os grupos TFD com concentracdes de Photogem® 1, 2,5,
5 e 10 pg/mL apresentaram reducéo na viabilidade do micro-organismo superiores a
4 e 5 ordens logaritmicas, respectivamente, em compara¢do ao grupo controle.
Estes grupos demonstraram um efeito de inibicdo do crescimento para todos os
parametros investigados, porém, os melhores resultados foram verificados quando
as concentracbes de fotossensibilizadores foram associadas as altas taxas de
fluéncias da luz. E possivel observar uma tendéncia de reducéo nos valores log em
funcdo do grupo avaliado. A variacdo de UFC observadas ap6s a TFD com
Photogem® mostrou uma resposta positiva do tratamento na inativagédo in vitro do

patogeno para concentracdo do fotossensibilizador e fluéncia.

Entretanto, a utilizagcdo de baixas concentracdes de FS nao foram dequada,
pois, provavelmente o dano celular provocado por ocorrer em niveis que permitam a
reparacdo celular e, consequentemente, a inativacdo néo foi efetiva. Os valores
originais de UFC/mL obtidos apdés a avaliagdo do Photogem® podem ser
encontrados no anexo 3 deste trabalho. A inviabilizagcdo celular dos fungos foi
efetivamente constatada pela auséncia ou reducdo do crescimento do micro-

organismo por contagem de UFC/mL.
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Figura 13 — Viabilidade Celular obtidas para os fragmentos de T.mentagrophytes submetidos a TFD
utilizando Photogem® como agente fotossensibilizador. O simbolo “*” representa grupos
que apresentaram diferenca estatistica significativa (p<0,05) em relagdo ao grupo
controle, e o simbolo “+” os grupos que n&o apresentaram diferenca estatistica
significativa (p>0,05). Onde p= média e desvio padrao.
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2.35.2 Avaliagcdo dos testes efetuados com o curcumindide como
fotossensibilizador.

Os valores originais de UFC/mL obtidos apds a avaliacdo do Curcumindide
estdo mostrados no anexo 3 deste trabalho. Como descrito anteriormente, 0s
valores de UFC/mL foram transformados em logip para a andlise pretendida neste
trabalho. A Figura 14 mostra as principais estatisticas descritivas calculadas para
todos os grupos investigados. E possivel observar uma tendéncia de reducéo nos
valores log dependendo do grupo avaliado. A utilizacdo da curcumina como do
fotossensibilizador sem luz n&o resultou em uma reducéo significativa em relagcéo ao
grupo controle. Para os grupos submetidos a TFD, apresentaram reducdo na
viabilidade do micro-organismo aproximadamente 1 log para a concentracdo 10
mg/mL com dose de energia 31,5 J/ cm? em comparacdo ao grupo controle. Nos
grupos 25 e 50 mg/mL ndo houve diferenca significativa, porém, foi evidenciado
para maior concentracdo de fotossensibilizador 100 mg/mL uma reducédo de
aproximadamente 1 log independente da fluéncia utilizada.

Os estudos com curcuminoides exigiram alta concentracdo do farmaco para
que ocorresse inibicdo de crescimento do patégeno, entretanto, em altas
concentracOes, acredita-se que o composto produz agregados que nao sao ativos
para a TFD.
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Figura 14- Viabilidade celular obtidas para os T.mentagrophytes submetidos a Terapia Fotodinamica
utilizando o curcumindide como agente fotossensibilizador. O simbolo “*” representa
grupos que apresentaram diferenga estatistica significativa (p<0,05) em relagao ao grupo
controle. Onde p= média e desvio padréo.
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2.4 DISCUSSAO

Embora promissora, a inativacdo fotodinamica antimicrobiana encontra-se em
fase inicial de desenvolvimento. Poucos trabalhos avaliaram a eficacia da inativacéo
fotodinamica para o tratamento de onicomicoses. A TFD apresenta algumas
vantagens em relagcdo as drogas antimicéticas. Diferentemente desses farmacos, a
TFD tem diversos alvos potenciais para oxidagcdo como proteinas, enzimas e lipidios
insaturados, o que dificulta qualguer mecanismo de resisténcia e diminui a variacao
de susceptibilidade entre os isolados.’® Neste trabalho avaliamos o efeito da terapia
fotodindmica em Trychophyton mentagrophytes, um dos principais fungos
causadores da onicomicose uma vez que a morfologia influencia diretamente na
resposta da técnica. As caracteristicas fisicoquimicas da superficie da célula fungica
influenciam a seletividade e a eficacia de varios FS.”® J4 as caracteristicas
estruturais e fisicoquimicas (por exemplo, composi¢cao quimica, carga eletrostatica,
hidrofobicidade) da parede diferem muito entre diferentes fases do desenvovimento
e entre diferentes espécies®®®?. Através das imagens de fluorescéncia 6tica do
patégeno corado com safranina conseguimos evidenciar a presenca de quitina em
regibes diferentes da hifa do micro-organismo, e entdo, analisamos a provavel
afinidade do micro-organismo aos fotossensibilizadores Photogem® e Curcumina. A
distribuicdo dos FS na célula microbiana, melhorou com o aumento do tempo de
incubacédo, atingindo parede e membranas em tempos maiores. A eficacia da
inativacao fotodinamica depende da escolha do FS mais apropriado, e também de
estudos nos quais sdo determinados parametros (como por exemplo, concentracao
do FS, dose e fonte de luz) mais apropriados para a inativagao® .

Wainwright®® descreveu a importancia do tempo de incubacéo, uma vez que 0s
compostos localizam-se primeiramente na parede celular e, portanto, curto tempo de
incubacdo sdo necessarios para dano nessa regido. Entretanto, para danificar
estruturas intracelulares € necessaria uma longa incubacdo, pois 0s compostos
levam um tempo maior para se concentrar nestas estruturas. Estes fatos evidenciam
a necessidade de adequacdo dos parametros utilizados para diferentes espécies
microbianas, pois como vimos neste experiemento o comportamento do FS foi
diferente do previsto por Wainwright.®® Apesar de ainda n&do existirem estudos

conclusivos sobre resisténcia bacteriana a agdo da terapia fotodinamica, s6 o fato
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dela ndo agir indiscriminadamente no organismo do hospedeiro ja constitui um
beneficio significativo nos complexos sistemas bacterianos e flingicos ®*

Sabendo-se que a fotoinativacdo depende da oxidacdo do ergosterol e do
consequente aumento de permeabilidade da membrana, é possivel que o efeito
fotodinamico em células resistentes a fluconazol seja dificultado.®® Dessa forma, a
utilizacdo de maiores concentracdo de FS pode ser justificada, por permitir a
formacédo de maior quantidades de oxigénio singleto, necessario para a fotoxidacao
do ergosterol. Todavia, ndo sao encontrados estudos na literatura que confirmem
essa possibilidade.

Ainda na microscopia confocal observamos que as hifas que entraram em
contato com o fotossensibilizador ficaram notavelmente modificadas. Quando o
fotossensibilizador ndo é bem distribuido nas células do patdgeno, o efeito
fotodindmico ndo € homogéneo, sendo algumas hifas inativadas e outras ndo. A
interacdo da droga com o patégeno foi maior a medida que aumentou o tempo de
incubacéo, entretanto, 10 minutos nao foi suficiente para uma distribuicdo uniforme.
Apesar de haver inibicdo, o patdégeno recupera o crescimento devido as hifas
integras que restaram. Em contrapartida, quando realiza a TFD nos tempos de
incubacdo 15 e 20 minutos, observa-se a presenca de material amorfo, e ja ndo é
possivel visualizar hifas intactas.

Uma PDT bem sucedida sempre envolve a otimizacdo de um grande numero
de parametros. Obviamente, a selecdo de um fotossensibilizador eficaz é essencial
para o sucesso da técnica. Assim, como ele ndo deve ser tOxico para 0s seres
humanos, o fotossensibilizador necessita absorver luz em comprimentos de onda
compativeis e precisa produzir uma eficiéncia de alta excitago. ®* ®°

Neste estudo, foram analisados as taxa de inibicdo, cinética e efeito morfologico
da TFD, e observou-se que os efeitos dos dois fotossensibilizadores foram eficientes
para inativacdo do Trychophyton mentagrophytes. Além disso, comprovou-se que 0
tempo de incubagdo esta diretamente relacionado ao dano causado e, por isso,
tempos de incubag&o superiores a 20 minutos sao provavelmente mais indicados
para a inativagdo destes patdgenos. Nos ensaios in vitro para céalculo da fracdo de
sobrevivéncia, fixou-se o tempo de incubacdo para 20 minutos, uma vez que estes
foram os primeiros estudos realizados para observar a possivel susceptibilidade do
T. mentagrophytes a TFD. Depois de realizadas as comparac¢des entre 0S grupos

dos experimentos, observou-se que o grupo que era presente o FS sem a presenca
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de luz ndo apresentou reducdo na porcentagem de crescimento das colonias
indicando que o FS sozinho nao leva a morte fungica. J& os grupos Com luz e sem
FS apresentaram pouca reducdo na porcentagem de crescimento das colbnias
mostrando que a acdo do LED, sem a presenca do FS, nao foi capaz de inibir o
crescimento do fungo de maneira satisfatoria. Para os grupos submetidos ao
tratamento, a TFD foi efetiva com os dois fotossensibilizadores, a morte microbiana
mostrou ser dependente do tempo de incubacdo. O patdgeno ndo apresentou
crescimento quantitativo apos o tratamento.

As taxas de inibicdo do crescimento in vitro do patdgeno obtidas para a terapia
fotodindmica mostraram-se equivalentes ou superiores as descritas na literatura

para as drogas antimicéticas,*> ©77°

comprovando o potencial da terapia
fotodinamica na inativacdo do patdgeno. Os resultados encontrados no presente
estudo poderdo servir como parametro para futuras investigacdes, nas quais a
associacdo do Photogem® e da curcumina a luz do tipo LED poderéo ser avaliada
em situa¢cdes que simulem as condi¢cdes encontradas clinicamente.

Deve-se ressaltar que o micro-organismo utilizado neste estudo foram
totalmente inativados com a TFD quando associada ao Photogem®, a eficicia ndo
foi a mesma para TFD com curcumindide. Para o curcuminéide, foram testadas
doses maiores que do Photogem®, isso porque a solucao testada se tratava de uma
mistura e ndo de curcumina pura. Na mistura estdo presentes estruturas diferentes
da estrutura da curcumina, mas que também apresentam atividade fotodinamica
quando iluminado em 450 nm. Certamente, ao testarmos uma solucdo de curcumina
pura ou em maior concentracdo no total da mistura, doses menores serdo mais
efetivas. Porém, estudos com inativacdo de candida por curcumina, foram relatados
por Dovigo.37 Esse resultado possui grande relevancia para o tratamento de
infeccbes recorrentes, uma vez que a TFD poderia ser utilizada também para o
tratamento de infeccOes resistentes aos medicamentos convencionais e a
eliminacdo total do micro-organismo diminuiria a possibilidade de recidivas da
doenca. Entretanto, essa hipotese sera validada por meio de estudos clinicos.

As propriedades fotossensibilizadoras de substancias corantes, como o azul de
metileno e o azul de toluidina, também tém sido avaliadas e demonstraram que o
azul de toluidina foi efetivo para promover a inativagdo de micro-organismos. Para a
iluminacdo de suspensdes celulares com laser na presenca de azul de metileno,

promoveu-se 80% de reducdo no numero de UFC/mL de espécies de Candida sp.
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No entanto, devido as -caracteristicas desses corantes, a utlizacdo dessas
substancias poderia ocasionar alteracdo na cor de superficies ungueais, dessa
forma, para o tratamento, optamos por substancias que nao ocasionassem
manchamento as unhas.

Em comparagcdo com o azul de metileno, o Photogem® e a curcumina ndo
mancham as unhas, como ocorre com o FS azul de metileno, dependendo da
concentracdo utilizada, podendo ser utilizados com seguranca nos pacientes,
aumentando inclusive a adesdo dos mesmos aos tratamentos.

Em se tratando de onicomicoses, o tratamento convencional utilizando drogas
antifingicas orais, muitas vezes nao € capaz de remover o fungo das unhas antes
gue estas sejam renovadas. Isto sugere uma possivel explicacdo para o dificil
tratamento de tal condicdo patolégica. Apesar da escassez de trabalhos presentes
na literatura, a TFD direcionada ao tratamento de dermatofitoses, com o
desenvolvimento de fotosensibilizadores especificos para onicomicoses , representa
uma opcao de tratamento contra uma infeccéo fungica em constante expansao.

Neste estudo demonstram que a terapia fotodinamica constitui uma alternativa
de inibir “in vitro” o crescimento de T. mentagrophytes. E necesséria a realizacdo de
outros estudos, principalmente “in vivo”, para melhor adaptacdo da técnica as
condi¢gBes organicas dos pacientes. Esta técnica, aliada a um diagnéstico correto,
pode possibilitar um aumento da cura desta doenca, sem os efeitos colaterais
produzidos pelas drogas antifingicas e com maiores taxas de adesao ao tratamento

pelos pacientes.
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Capitulo 3 — TERAPIA FOTODINAMICA — APLICACAO CLINICA
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3.1 JUSTIFICATIVA

O tratamento convencional utilizando drogas antifingicas orais, muitas vezes
nao é capaz de remover o fungo das unhas antes que estas sejam renovadas. Isto
sugere uma possivel explicagdo para o dificil tratamento de tal condi¢éo patoldgica.

Demonstramos que a terapia fotodinamica constitui uma alternativa de inibir “in
vitro” o crescimento de T. mentagrophytes. E necesséaria a realizagdo de outros
estudos, principalmente “in vivo”, para melhor adaptacdo da técnica as condi¢cdes
organicas dos pacientes. Esta técnica, aliada a um diagndgstico correto, pode
possibilitar um aumento da cura desta doenca, sem os efeitos colaterais produzidos
pelas drogas antifiungicas e com maiores taxas de adesdo ao tratamento pelos
pacientes. Sugerimos estudos clinicos com a TFD, acreditando que esta proporcione
resultados mais rapidos e eficientes, e de facil execu¢éo, podendo ser realizado pelo
clinico no préprio consultorio.

A TFD direcionada ao tratamento de onicomicoses, representa uma op¢ao de
tratamento contra uma infeccdo fungica em constante expansdo e possui grande
relevancia para o tratamento de infec¢des recorrentes, uma vez que a TFD poderia
ser utilizada também para o tratamento de infec¢des resistentes aos medicamentos
convencionais e a eliminacéo total do micro-organismo diminuindo a possibilidade de
recidivas da doenca. Entretanto, essa hipotese sera validada por meio de estudos

clinicos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Ensaios clinicos e avaliacdo da terapia fotodindmica para o tratamento da
onicomicose em pacientes infectados que ja haviam testado outras terapias;

e Detalhar os agentes causadores de onicomicoses em humanos e 0s aspectos
clinicos da doenca;

e Abordar a viabilidade o efeito da técnica em aplicacdo clinica, assim como a
viabilidade de custo e tempo de tratamento.

e Avaliar e comparar os resultados dos pacientes tratados com duas classes
distintas de fotossensibilizadores utilizados nos ensaios in vitro para o tratamento de

dermatomicoses nas unhas dos pés;
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¢ Investigar a distribuicdo dos compostos em solucdo tépica, assim como a
possivel seletividade destas drogas pelos micro-organismos causadores da
onicomicose

e Avaliar eficacia da TFD como tratamento de onicomicoses em lesdes com
tempos diferentes e obter informacgdes relativas a fluéncia e intensidade luminosa

necessarias para o tratamento destas lesdes.

3.3 MATERIAL E METODOS

3.2.1 MATERIAIS:

3.31.1 Pacientes

Foram estudados 90 pacientes com suspeita clinica de onicomicose,
conforme triado por um mesmo especialista, no caso, poddélogos. Apés incluidos no
estudo, eram coletadas de cada participante as amostras das unhas alteradas e
enviadas para estudo micolégico no laboratério de andlises clinicas Pasteur, em Sao
Carlos-SP. Eram considerados suspeitos de onicomicose aqueles doentes que
apresentassem alteracdo da coloragdo ou da espessura, ou até mesmo

descolamento da lamina ungueal.

3.3.1.2 Aspectos Eticos

O presente estudo clinico foi aprovado pela comissdo de Etica da
Universidade Anhemi Morumbi (ANEXO 1).

A aceitacdo dos pacientes ou seus responsaveis foi documentada por meio
de consentimento livre e esclarecido. Tal consentimento foi obtido apos
esclarecimento do estudo ao sujeito ou ao seu responsavel, o qual foi feito pelo
pesquisador executante, junto com o professor responsavel da instituicao
colaboradora. O consetimento livre e esclarecido foi elaborado com base no modelo
pré estabelecido pela CAPPesq (ANEXO 2).
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3.3.13 Critérios de Inclusao

Foram incluidas na pesquisas pessoas que possuiam lessdes clinicas
sugestivas de onicomicose, avaliados pelos podologos. Todos o0s pacientes
permaneceram sem tratamento antifingico por no minimo 6 meses antes do inicio

da terapia fotodinamica durante todo tempo de procedimento.

3.3.14 Critérios de Exclusao

Foram utilizados como critérios de excluséo:
1. Menores de 18 anos;
2. Mulheres Gravidas;
3. Paciente em uso de tratamento antifingico sistémico, recente — menos de 6

meses antes do comeco da participacdo no estudo clinico.

3.3.15 Fotossensibilizadores

Utilizou-se os dois compostos analisados nos ensaios in vitro: o Photogem®
(Limited Liability Company Photogem, Moscou, Russia), aprovado pelo Ministry of
Public Health Service and Medical Industry of Russian Federation sob autorizagao
42-3199-98. A utilizacdo desse agente é aprovada para uso em humanos pelo
Comité Estatal de Farmacologia da Federacdo Russa e também pela ANVISA (data
08/04/2003; processo 25351.189638/02-00; exp 132851/02-4), sob autorizagao 42-
3199-98, sendo que sua distribuicdo é realizada somente sob prescricdo para
instituicdes especializadas. A droga foi mantida sob protec&o da luz e acondicionada
em geladeira a temperatura de 4 a 8 °C e preparada em solucao fisiolégica na

concentracéo de 1 mg/mL.
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Também foi utilizada a curcumina da empresa PDT Pharma (Cravinhos, SP),
composto natural extraido do acafrao (Curcuma longa L.), entregue em forma de po6
acondicionado em envelopes metalicos. Foi mantida sob protecdo da luz e
acondicionada em geladeira a temperatura de 4 a 8 °C. A solu¢cdo na concentracao
1.5 mg/mL (p/v) foi preparada diluindo o p6 numa mistura de &alcool (etanol),
guantidade suficiente para o volume desejado e dimetilsulféxido (DMSO 0,1%).
Ambos os FS foram administrados por meio de solucdo tépica. Devido aos
resultados in vitro, para os ensaios clinicos tratou-se os pacientes com a solucao
mais concentrade de curcumina pura, contendo 40% de curcumina e 60% de outros

curcumindides (demetoxi-curcumina + Bis-demetoxicurcumina).

3.3.16 Fonte luminosa

Para os ensaios com Photogem® foi utilizado um equipamento a LED
emitindo em 630 nm, com intensidade de 100 mW/cm? Para 0s ensaios com
curcumina foi utilizado o equipamento a LED emitindo em 470 nm, com i intensidade
de 100 mW/cm?.

Para maior comodidade do paciente e do profissional durante a aplicacdo,
desenvolveu-se um equipamento especifico, adequando-o a geometria das maos e
dos pés (Figura 1515).

Figura 15 - Equipamento portatil a base de LED para o tratamento da onicomicose. O dispositivo é
composto de uma presilha a qual foi acoplado um LED para irradiacdo da les&o ingual.

Este equipamento foi desenvolvido pelo Laboratério de Apoio Tecnoldgico
(LAT/IFSC-USP), e foi patenteado sob o protocolo: 01811047225 (ANEXO 5). As

fontes de luz usadas foram dispositivos LED (Light-emiting Diodes — Diodos
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Emissores de Luz), emitindo num comprimento de onda na regidao do vermelha 630

nm e outra na regido do azul 470 nm, ambos com intensidade 100 mW/ cm?

3.3.1.7 Medida da reducdo da area micoética.

Para analise da reducdo da area micotica, foi necessario conhecer uma das
distancias da unha; uma vez feito este reconhecimento, foi inserida nas imagens
com uma pelicula semelhante a um escalimetro, projetando assim, uma distancia
comparativa com a distancia real. E um método muito utilizado em navegacéo
maritima e aeronautica denominado Projecéo de Mercator*'. Com esta adaptacéo, é

possivel enderegar um ponto determinado da unha (ver Figura 1616).

i 5 10 15

15

C

A

Figura 16 - Coordenada Ungueall - projecdo em unha, medidas em milimetros; (C) céfalo-caudal x
(L) latero-lateral.

Utilizou-se para a medicdo um paquimetro digital antes e depois do
tratamento, no sentido de verificar o tamanho tanto da unha saudavel quanto da

regido micotica, como representado na Figura 17.

! E um modo de representacéo das coordenadas espaciais relativas a trés dimensdes num planisfério
cilindrico de duas dimensdes.
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Figura 17 — Medida da unha com paquimetro digital (Carbon Fiber Composites, marca Western®
Pro).

3.3.1.8 Imagem de fluorescéncia

Com o intuito de avaliar a presenca do fotossensibilizador na lesdo no
momento da realizacdo da TFD, as unhas acometidas pela doenca foram
monitoradas por imagens de fluorescéncia através de um sistema portatil acoplado a
uma camera fotografica denominado Evince Diagnostico®, produzido pela MM
Optics (figura 18). O evidenciador clinico ndo é invasivo, e consiste em um conjunto
optico com fonte de luz LED na regido do ultravioleta-azul do espectro luminoso.
Este equipamente é seletivo porque permite evidenciar tanto a fluorescéncia natural
do tecido e dos micro-organismos quanto a advinda do FS e, portanto, auxilia no

reconhecimento de lesGes e contaminagdes via fluorescéncia éptica em tempo real.
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Figura 18 - Disposi¢do dos equipamentos para analise de fluorescéncia: A) Camera fotogréafica, B)
Acoplador, C) Evidenciador.

A emissdo da fluorescéncia de moléculas do fotossensibilizador no tecido
superficial pode ser parcialmente coletada, o que permitiu visualizar se houve ou ndo

a degradacdo do medicamento apés a irradiacao.

3.3.2 Métodos

3.3.2.1 Avaliacdao clinica

No estudo clinico, os pacientes foram randomizados aleatoriamente para o
Grupo A Photogem® ou Grupo B curcumina, independente do tempo de evolugao da
doenca. Os voluntarios foram submetidos a anamnese (ANEXO 4) , e através dos
dados coletados fora preenchidos um questionario.

A anamnese incluiu de: Nome, sexo, idade, tempo de evolugdo da doenca,
comorbidades e uso de medicacdo antifingica anterior ao estudo, assim como
tentativas anteriores de outra técnicas para a eleminagéo da doenca.

No exame clinico foi avaliado o numero de unhas acometidas e foram

observados os aspectos macroscopicos e a coexisténcia ou nao de tinea pedis e/ou
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tinea manaum. Em seguida, foi feita a coleta da amostra ungueal para exames
micologicos (direto e cultura). A amostra da unha do doente com suspeita de
onicomicose subungueal distal ou lateral foi obtida através do raspado subungueal,
raspando a area infectada desde a porcao distal até a proximal. Os primeiros detritos
coletados da porcao distal foram descartados, ja que sdo ricos em contaminantes.
As escamas obtidas da transicdo entre a unha normal e a afetada foram utilizadas
para o exames micoldgicos (direto e cultura).

Na onicomicose proximal, a coleta foi transugueal, ou seja, a lamina ungueal foi
perfurada para que o acesso até o local da infeccdo fosse possivel, e entdo
realizado o raspado subungueal. A amostra da unha do paciente com suspeita de
onicomicose superficial branca foi obtida por raspagem da parte superfical da lamina
ungueal, sobre a lesdo branca. O instrumento utilizado para a coleta do material
ungueal foi uma lamina para bisturi estéril para cada paciente.

No laboratério foi realizado o exame micolégico direto (MD), ap6s clarificacdo
da amostra com uma solucdo de hidroxido de potassio (KOH) a 10% e
dimetilsulféxido (DMSQO) a 40% no microscopio com aumento 40x.Para a cultura do
fungo em potencial, a amostra foi semeada em meio Agar Sabouraund, incubada por
4 semanas a temperatura ambiente (25 °C). A identificacdo do agente foi realizada
por aspectos microscépicos (aspecto, consisténcia, tempo de desenvolvimento,
pigmentacado frente e verso dos cultivos) e micromorfologico da colbnia (cultivo em
lamina examinado com o corante lactofenol azul de algodéo) e, quando necessario,

pelos testes fisioldgicos e bioquimicos adequados a cada caso.

3.3.2.2 Medida da reducdo da area micética.

Foi quantificado por este método a reducdo da area micética da lamina
ungueal semanalmente, e avaliada clinicamente. A Tabela 2, apresenta a pontuacao
de acordo com a porcentagem da reducdo da area micética, sendo considerado 0 %
guando ndo havia crescimento ungueal, quando o crescimento foi de 1 a 20% foi

dado 1 ponto, de 21 a 40% foi dado 2 pontos, quando o crescimento foi de 41% a
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60% , 3 pontos, e de 61% a 80% foi dado 4 pontos e de 81% a 100% demos 5

pontos.

Tabela 2 - Regra de pontuacado de acordo com o percentual de reducédo da area micética na

unha
Percentual de reducéo da
area micdtica na unha Pontos obtidos

0% 0

De 1% a 20% 1

De 21% a 40% 2
De 41% a 60% 3
De 61% a 80% 4
De 81% & 100% 5

3.3.2.3 Imagem de fluorescéncia

Apés a documentacdo do voluntario, as imagens das unhas foram registradas
pela camera digital (Sony DSC-H50). Para andlise da fluorescéncia, adaptou-se a
esta camera um acoplador especifico para o Evince Diagnéstico®. A coleta das
imagens de fluorescéncia foi realizada em trés momentos: previamente a aplicacao

da medicagéao, antes e depois da irradiacdo da unha (Figura 209).

Figura 19 - coleta das imagens de fluorescéncia foi realizada em trés momentos: previamente a
aplicacdo da medicacéo, antes e depois da irradiacéo da unha
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3.3.24 Terapia Fotodindmica

O estudo foi realizado com 90 pacientes (45 pacientes para cada grupo de
FS), totalizando 375 unhas, com suspeita diagnostica de onicomicose, sem
predilecdo por sexo ou tempo de apresentacdo da lesdo. O total de pacientes esta
dividido em 3 grupos distintos de colaboradores: 40 pacientes em Sao Carlos-SP, 40
em S&o Paulo-SP e 10 em Ribeirdo Preto-SP, distribuidos nos grupos abaixo:

e Grupo A, que foi tratado com o fotossensibilizador Photogem®

e Grupo B, que foi tratado com o fotossensibilizador Curcumina.

Apébs a coleta da imagem de fluorescéncia, fez-se a coleta do material para
anélise microbioldgica (Figura 20 B).

Figura 20 - A) Aquisicao da imagem de fluorescéncia antes do procedimento; B) Curetagem e coleta
de material.

Antes da aplicacédo do fotossensibilizador, fez-se a preparagéo da unha com a
assepsia com Alcool 70% (Figura 20-A), depois o desbastamento do local (Figura
20-B), entdo a aplicacdo do fotossensibilizador (Figura 20-C).

Participantes do grupo A receberam o fotossensibilizador Photogem® na
concentracédo de 1 mg/mL, e pacientes do grupo B receberam o fotossensibilizador

curcumina a 1,5 mg/mL.
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Figura 21 - A) Assepsia com Alcool 70%.; B) Desbastamento do local; C) Aplica¢do do
fotossensibilizador

A técnica constituiu no emprego tépico dos agentes fotossensibilizantes. Em
seguida, a lesdo foi ocluida com papel aluminio para protecdo contra a luz (Figura
22-A). Apés um periodo de uma hora, retirou-se a ocluséo, retirando o excesso de
FS, e o local foi iluminado com uma fonte de luz a LED respectiva ao
fotossensibilizador utilizado (Figura 22-B). Na sequéncia,a coleta da imagem de

fluorescéncia para a andlise apos a iluminagédo (Figura 22-C) foi realizada.

Figura 22 - A) Oclusao do local; B) Terapia Fotodindmica e C) Imagem de fluorescéncia apés
iluminacéo.

Para o grupo A (fotossensibilizante Photogem®) foi utilizado o LED com
emissao no vermelho (630 nm) do espectro e para o grupo B (fotossensibilizante
curcumina) utilizou-se o LED com emissdao no azul (470 nm) do espectro. Para
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ambos os grupos, foi aplicada intensidade de 100 mW/cm? durante 20 minutos,
totalizando 120 J/cm?.

Sete dias ap0Os a iluminacédo, foi realizada uma nova avaliacdo clinica para
verificacdo da resposta ao tratamento, dependendo da resposta agendava-se outra
sessdo para semana seguinte. O acompanhamento do tratamento foi realizado
semanalmente por meio de coleta de imagens fotograficas. O protocolo desta
técnica de tratamento de onicomicose por terapia fotodinamica esta sob a patente de
namero Pl 0805294-A2.

3.3.25 Anélise da reducdo da area micética.

Com o paquimetro digital, medimos a lamina ungueal para comparar a
reducdo da area ungueal micotica, antes e depois do tratamento, analisamos o
crescimento do tamanho tanto da unha saudavel quanto da regido micética, sendo
medida a base da unha e o comprimento. Assim, conhecendo uma das distancias da
unha, foi inserida nas imagens uma pelicula semelhante a um escalimetro,
projetando assim, uma distancia para comparar com a distancia real. As medidas
eram feitas semanalmente e, era dada uma pontuacdo conforme apresentada na

Tabela 2, para posterior analise.

3.4 RESULTADOS

3.4.1 Testes Clinicos

A TFD mostrou-se um bom auxiliar em redu¢des microbianas e fungicas, e 0s
voluntarios mostraram-se bem receptivos com a terapia, visto que todos foram
tratados em mudltiplas ocasiBes com outras técnicas convencionais, por vezes
durante anos, e ndo tiveram sucesso. Na tabela 3, foram analisadas as variaveis de

estudo de acordo com o tempo de leséo dos pacientes.
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Tabela 3- Variaveis do estudo clinicos dos pacientes em func¢éo do tempo de lesao.

Tempo de lesdo

Variaveis do estudo até 1 2ab 5a10 11a15 16 a 20 21 Total
ano anos anos anos anos anos
ou

mais
N° de pacientes 6 9 33 13 14 15 90
Idade Pacientes 6 4 0 0 0 0 10
(entre 18e 47 anos)
Idade Pacientes 0 5 31 10 12 14 72
(entre 48e 60 anos)
Idade Pacientes 0 0 2 3 2 1 8
(Acima de 60 anos)
Razéo 51 4:5 19:14 75 7:8 4:11 90
Feminino:masculino
Doencas Crbnicas 5 6 28 10 11 12 72
N° unhas lesionadas 22 54 132 65 42 60 375
Tratamentos 6 9 33 13 14 15 90
anteriores
Diagnéstico 2 3 10 3 5 4 27
Laboratorial
Tempo total 2 4 meses 6 meses 6 meses 6 6 Média
tratamento meses meses meses 6

ou mais ou meses

mais

Curados 6 9 27 11 6 3 62

Metade dos pacientes deste estudo (51%) apresentava mesma lesdo durante
o intervalo de 5 a 15 anos. Podemos observar também que 16% dos pacientes
possuia a lesdo por 21 anos ou , e apenas 6% apresentavam a lesao recente (até 1
ano). Esta distribuicdo permite avaliar a dificuldade de cura das lesdes, mostrando
gue pessoas acometidas acabam portando a lesdo por muito tempo. Esse resultado
reflete a importancia de tratamentos alternativos para as onicomicoses.

Quando tratadas a lesbes com TFD, foi observada a necessidade de

aumentar o numero de sessdes em lesfes mais antigas para se obter a cura da
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doencga, enquanto lesbes com avalicdo recente, necessitaram apenas 2 ou 3
sessfes. Na Figura 23, se evidencia a presenca de um leito ungueal saudavel apos

2 sessoOes de TFD com curcumina.
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Figura 23 - Paciente D.L., 55 anos, com lesdo ha 3 anos, foi tratado no grupo “ B” com Curcumina.
A)Leséo antes do tratamento e B) apds 30 dias de tratamento.

Na Figura 24, demonstra-se 0 paciente que possuia a lesdo por 35 anos.
Observa-se uma melhora ap0s 8 sessdes, porém este paciente ainda esta em

tratamento.

10

15

Figura 24 - Paciente JLF., 61 anos, com les&o ha 35 anos, foi tratado no grupo grupo “ A” com
Photogem®. A) lesdo antes do tratamento e B) 60 dias ap6s o tratamento.

De todos o0s pacientes participantes deste estudo, observou-se uma
proporcdo semelhante entre homens (49%) e mulheres (51%). Observou-se também
gue os pacientes com um tempo de lesdo maior do que 20 anos eram participantes
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do sexo masculino numa propor¢cao 11:4 com relagdo a mulheres, ou seja, para
cada 4 mulheres com leséo acima de 20 anos, haviam 11 homens com este mesmo
tempo de lesdo.Também observou-se que 0 maior nimero de pacientes estdo na
faixa de idade entre 48 e 60 anos, e que 80% portam doencas cronicas, como
hipertenséo, problemas cardiacos e diabetes, sendo esses alguns dos fatores que
estimulam a procura desses pacientes pela técnica, devido a dificuldade em
adicionar novos medicamentos que pudessem vir a interagir com os ja utilizados

para tratarsuas doencas crénicas.

Na Figura 25 apresenta-se o resultado parcial apos 30 dias de um exemplo
de um paciente com multiplas doencas cronicas, tendo sido obrigado por isso a
remover a lamina ungueal como tratamento, por 3 vezes, sem sucesso, 0 que 0

levou a optando por tratar com a TFD.

0 5 10 15 0 S 10 15
0 0
5 5
10 10
15 15

Figura 25 - Paciente M.E.F , 45 anos, com les@o ha 4 anos, foi tratado no Grupo “ A” Photogem®
A) antes do tratamento e B) 30 dias apds tratamento.

Grande parte dos pacientes possuia mais de uma unha acometida pela
doenca. Na Figura 26 observamos um paciente com mdultiplas lesdes que
representa 95,6% dos casos neste estudo.
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Figura 26 - Paciente com multiplas lesdes representa a maioria dos casos.

De acordo com a analise laboratorial, constatou-se que 70% dos pacientes
com uma evolucdo de menos de 1 ano foram curados com com 2 sesdes, e 0s 30%
restantes com até 4 sessbes. Os pacientes com lesbes de 5 a 10 anos foram
curados com uma média de 16 sessfes, enquanto os pacientes com lesfes de 10 a
15 anos foram curados com cerca de 22 sessoes, e 0s pacientes com 15 anos ou
mais de doenca necessitaram de pelo menos 22 sessdes, dependendo do tamanho
das lesbes. O tempo total médio do tratamento da onicomicose com TFD semanal foi

de 6 meses.

Para uma analise mais aprofundada, o tempo de tratamento e a classe do

micro-organismo causador da doencga foram correlacionados (Figura 27).
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Figura 27 - Correlacéo da classe de micro-organismos, por tempo médio de tratamento por
TFD.

Observa-se que 52,2% dos pacientes que levaram 6 meses ou mais para
finalizar o tratamento com TFD, possuiam lesdes causadas por fungos filamentosos,
e os restantes 11,1% das lesdes foram encontradas leveduras e 12,2% bactérias.
Os pacientes que tiveram o tratamento finalizado entre 2 a 5 meses representam

40% do total, sendo 14,4% com lesbes causadas por leveduras e 10,1 % causadas
por bactérias.

3.4.2 Analise do crescimento ungueal

Sabendo-se que a unha dos pés possui um crescimento lento e continuo, na
velocidade média de 1,8 mm por més, podendo levar de 12 a 18 meses para a
eliminacdo completa da lesd0?!, neste estudo o crescimento da unha do paciente foi
analisado semanalmente. A Figura 28 mostra a evolucédo da unha do paciente, com
fotos antes do tratamento, e 30 e 45 dias apds 0 seu inicio.
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Figura 28 - Paciente M.C. 45 anos , com lesdo ha 5 anos,foi tratado no grupo, “ A” com Photogem®
A) antes do tratamento; B) ap6s 30 dias de tratamento e C) apos 45 dias de tratamento.

Os resultados mostraram que a regeneracdo ungueal dos pacientes tratados
com TFD foi de 3 mm/més, independente do fotossensibilizador utilizado
(Photogem® ou curcumina). Em comparacdo com as terapias convencionais, foi
evidente um crescimento maior para a terapia fotodinamica, sendo visualizado um

13 quando utilizado o esmalte terapéutico e/ou antifugicos

crecimento de 2 mm/més
topicos ou orais. Foi avaliado também o crescimento da unha lesada sem
tratamento, evidenciando-se um crescimento de 1 mm/més® " ™. Na Figura 29,
apresenta-se o crescimento da unha lesionada sem tratamento, com os tratamentos

usuais e o tratamento com TFD.
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Figura 29 - Gréafico comparativo da regeneragdo das unhas em mm/més dos 90 pacientes tratados
com terapia fotodindmica em relacdo aos tratamentos convencionais e unhas lesionadas,
por semana decorrida.

3.4.3 Evolucéo clinica das lesb6es de acordo com o fotossensibilizador
utilizado

Sabendo - se que 90 pacientes selecionados para a pesquisa clinica foram
divididos em 2 grupos, onde 45 voluntarios foram tratados utilizando o Photogem®
como fotossensibilizador e os outros 45 utilizamos a curcumina como e
fotossensibilizador, comparamos a evoluc¢éao clinica das lesGes de acordo com o tipo

de fotossensibilzador utilizado, assim obtemos o grafico a sequir: ( Figura 30)
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Figura 30 - Grafico comparativo dos resultados dos grupos “A” e “B” por semana decorrida.

Os resultados acima descritos mostram uma melhor resposta com o
tratamento por TFD quando utilizada a curcumina como fotossensibilizador até o
segundo més. Apos este periodo, o Photogem® mostrou-se mais eficiente até o
sexto més. No final de 6 meses, porém, os dois fotossensibilizadores apresentaram

a mesma eficacia (Figura 30).
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3.4.4 Imagem de fluorescéncia

A espectroscopia de emissado de fluorescéncia foi utilizada para monitorar a
presenca do fotossensibilizador Photogem®, pois para o FS curcumina ndo foi
possivel devido a sua fluorescéncia ser préximo da fluorescéncia natural da unha.
Foram monitoradas as lesbes, assim como o consumo destas drogas apos a
realizacdo da técnica. Os espectros de fluorescéncia anterior e posterior a TFD
utilizando Photogem® sao apresentados nas Figuras 31 e 32. Depois de uma hora
de aplicacdo deste fotossensibilizador, foi evidenciada a fluorescéncia da
hematoporfirina em toda a lamina ungueal. Apés a irradiacdo por 20 minutos, nota-

se que nao houve degradacdo completa do fotossensibilizador.

A C

Figura 31 - Andlise da fluorescéncia no primeiro dia de tratamento A) antes da aplicacdo do
fotossensibilizador, B)1 hora apés da aplicacdo do fotossensibilizador e C) depois da
irradiacéo.

A B C

Figura 32- Andlise da fluorescéncia no primeiro dia de tratamento A) antes da aplicacdo do
fotossensibilizador, B) 1 hora apds da aplicacao do fotossensibilizador e C) depois da
irradiacao.
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Nas Figuras 33 e 34, observa-se as mesmas unhas apresentada nas figuras
31 e 32, sete dias depois da TFD. Na imagem da fluorescéncia prévia ao tratamento,
residuos de hematoportifirina em alguns locais da lamina ungueal ficaram

evidenciados.

Figura 33 - Analise da fluorescéncia na segunda semana de tratamento. A) antes da aplicacdo do
fotossensibilizador, B) 1 hora apés da aplicacdo do fotossensibilizador e C) depois da
irradiacao.

Figura 34 - Andlise da fluorescéncia na segunda semana de tratamento. A) antes da aplicagdo do
fotossensibilizador, B) 1 hora apds da aplicacéo do fotossensibilizador e C) depois da
irradiacao.
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3.5 DISCUSSAO

Os pacientes relatados neste estudo apresentam as caracteristicas relatadas
para a maioria dos pacientes de onicomicose apresentados na literatura cientifica.’®
" A amostra da unha do paciente com suspeita de onicomicose subungueal distal foi
obtida através do raspado subungueal, entre o limite da unha normal e da unha
afetada, e do leito subungueal hiperqueratotico. Na onicomicose proximal, usou-se
um estilete para coleta mais profunda. ‘®® Com relacdo a etiologia das
onicomicoses, 0s grupos de fungos mais encontrados nas lesbes foram os fungos
filamentosos mais encontrados nos isolados das unhas dos pés, assim como outros
estudos descrito na literatura.'* ® 7" 8° Recentemente, alguns autores sugeriram que
0 ndo tratamento de onicomicose por ndo-dermatofitos pode significar uma porta de
entrada para infecgcéo e disseminacdo de micoses, que sdo de dificil tratamento em

imunocomprometidos.*® ®" 7

Na andlise laboratorial deste estudo, foi constatada a presenca de fungos em
30% das amostras coletadas, o0 que n&o apresentou relacdo com o tempo de
evolucdo da doenca no paciente. A experiéncia do profissional que fez a coleta foi
importante, para que as amostras coletadas e processadas apds exame dos
pacientes, por isso, solicitamos aos pacientes que fossem até uma clinica de
analise Clinicas para realizar a coleta, com o intuito de reduzir os resultados falso

negativos, por dividas na técnica do exame.’” 8

Este alto indice de resultados negativos em pacientes com lesdes sugestivas
de infeccdo ungueal fungica, pode ser explicada pela baixa sensibilidade obtidas
para as culturas pela escassez ou auséncia de elementos fungicos viaveis nas
amostras clinicas.” *® Outro fator pode ser a alta contaminacdo das culturas por
bactérias locais que impedem o crescimento dos verdadeiros patégenos.'® % &2
Também pode ser explicado pela presenca de algumas enfermidades das unhas
que pode ser similar as onicomicoses, como psoriase, infec¢cdes bacterianas,
dermatite de contato entre outras. Esses fatores ressalta a importancia de um

diagnéstico diferencial para essas doencas.*® > 82
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A epidemiologia das onicomicoses apresenta inumeros fatores que torna sua
frequéncia variavel, dentre eles: idade, sexo, estilo de vida, presenca de doencas
concomitante.®® 8 Estudos sugerem que as onicomicose sejam mais encontradas

em pessoas do sexo feminino, ** ** %

porém, neste estudo a proporcdo de homens
e mulheres foi semelhante em busca do tratamento. Este comportamento deve-se
ao fato de que a cura da doenga se tornou uma preocupacdo pela saude fisica e
mental, e ndo somente por fatores estéticos’. Também observamos que as lesdes
com mais de 20 anos sdo mais constatadas em pessoas do sexo masculino,

provavelmente pelo fato de que mulheres de modo geral procuram se tratar antes.

O sucesso para o tratamento de onicomicoses tem sido desafiador para os
dermatotolgistas®® Agentes tradicionais como a griseofulvina apresentam um limitado
espectro de acdo, requerendo um longo periodo de tratamento e possui altas taxas
de recidivas. O cetoconazol apresenta alto risco de hepatotoxicidade, limitando o
seu us0.?® Farmacos de uso tépicos somente sdo quando a leséo for com menos de
50% da unha afetada e ndo houve comprometimento matriz ungueal.Neste contexo
0s pacientes buscam a TFD para o tratamento de onicomicose . E, estdo na faixa
etaria entre 48 e 60 anos de idade. Nesta faixa etaria € comum os pacientes terem
doencas crdnicas e necessitarem receber medicamentos diariamente, o que faz com
que evitem o uso de antibiéticos que podem interagir com os medicamentos ja

utilizados.® 7 &7

Normalmente, as unhas dos pés sdo mais afetadas do que as unhas das
maos devido a menor velocidade de crescimento destas e a maior frequéncia de
traumas nessa regido. Essas infec¢des favorecem a invaséo dos fungos no aparelho
ungueal.®® 8 Nos pacientes tratados por TFD, observa-se uma aumento significativo
na velocidade da regeneragdo ungueal ao més, sendo 3 mm/més. Nas terapias
convencionais (esmaltes e antifungicos), por outro lado, as unhas crescem 2
mm/més (proximo do crescimento de uma unha sadia, que é em torno de 1,8

mm/més), e a unha micética sem tratamento cresce cerca de 1 mm/més.

Neste trabalho a maioria dos pacientes apresentavam a doenca por um tempo
superior a 5 anos, todos os pacientes randomizados usaram diferentes técnicas para
o tratamento da doenca, sem obter o successo por multiplas causas, como o0

diagndstico inapropriado, 0 uso indiscriminado e inadequado de antifingicos e
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antibiéticos, ou ainda pela intolerancia destes medicamentos por parte dos pacientes
devido a longos tempos de tratamento. O tamanho da les&o, especialmente
considerando sua espessura, foi o fato mais importante para o sucesso ou insucesso
mda TFD nos pacientes, a resposta foi mais rapida nas lesbes menos espessas.
Este fato € justificado pela limitacdo da penetracdo do FS e da luz. A vascularizacao
da lesdo também influencia diretamente na resposta tecidual frente a técnica uma
vez que nao facilita a difusdo do oxigénio por todo o tecido. °*°* Pacientes com
menos tempo de lesdo apresentaram resultados mais rapidos, visto que a area da
lesdo nesses casos é geralmente menor, assim como a profundidade do micro-

organismo na lamina ungueal.

Uma vez que sabe-se que ndo ha restricbes quanto ao numero de sessdes
realizadas, pois se trata de um método terapéutico de ac&o local.®* ®* Optamos pelo
uso de sessfes multiplas de TFD nos pacientes, acreditando que talvez pudesse ter
resultado positivo na resposta completa do tratamento.

Cabe ressaltar que a constancia do paciente ao tratamento resulta em menor
tempo do mesmo para obter a cura da lesdo. Para a TFD, dado que os primeiros
resultados séo visiveis com apenas 3 sessfes, observa-se que o paciente tende a
ser assiduo no tratamento, estimulado a obter a cura total. Segundo o relato dos
pacientes, eles ndo apresentarm nenhum desconforto durante ou apos a TFD.

Com relacdo ao tempo de incubacdo dos FS, vimos nos teste in vitro que néo
era viavel que deixasse em contato menos que 20 minutos, porem, considerando
que as unhas seja uma barreira fisica para o FS e luz, optou-se pelo tempo de
incubacdo do FS nas unhas por 1 hora, e assim, comparar os resultos clinicos dos
pacientes tratados com a Porfirina comercial, Photogem®, e os tratados com a
curcumina soluvel em DMSO foi observado maior efetividade desta ultima. Este fato
pode ser explicado pela facilidade de difusdo do DMSO no tecido, e também pode
ser uma possivel explicacdo para os resultados ndo satisfatorio nos ensaios in vitro,
nos quais utilizamos os curcumindides soltvel no solvente N-metil-glucamina.

Para monitorar a presenca dos fotossensibilizadores nas lesdes
experimentais, utilizamos a espectroscopia de emissdo de fluorescéncia para
analisar o consumo destes compostos ap0s a realizacdo da técnica. Para a

curcumina, nao foi possivel fazer a andlise de fluorescéncia, pois como vimos nos
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estudos na microscopai confocal a fluorescéncia ocorre na mesma regido em que a
fluorescéncia natural da unha.

Eram raros 0os casos em que o paciente possuia apenas 1 unha lesionada
devido a facil contaminagcdo, sendo assim foi necessario a construcdo de um
protétipo que pudesse iluminar varias laminas ungueais ao mesmo tempo. Porém, a
duragdo do tratamento mostrou-se diretamente relacionada com o tempo de
evolucdo da doenca, tempo este que é muito influenciado pelo comportamento do
paciente durante o tratamento — se ele melhora as condi¢des higiénicas dos pés, se
falta as sessbes de TFD, ou se modifica habitos como a frequéncia a lugares que

possam contribuir para o aumento da lesdo, como praias e piscinas publicas.
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Capitulo 4 — CONSIDERACOES FINAIS
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4.1 CONSIDERACOES FINAIS

A afinidade dos compostos com o0 micro-organismo em estudo é de
fundamental importancia para a eficiéncia da TFD. O estudo da cinética mostrou
diferentes comportamentos para cada uma das classes de compostos avaliadas.
Este fato sugere que maiores tempo de incubacédo podem tornar a TFD ainda mais
eficaz,onde observamos que necessitaram de um tempo minimo de 20 minutos para
a penetracdo no interior da hifa, pois ocorre uma distribuicdo mais difusa do
fotossensibilizador, de modo que um maior nimero de estruturas celulares é alvo da
terapia. A distribuicdo homogénea entre as células microbianas, € dependente do
tempo de incubacdo do composto. Este fato pode explicar o motivo de algumas hifas
retomarem crescimento apés a TFD, quando ndo ha incubacdo no tempo
necessario. Este resultado é importante uma vez que se, apés o tratamento com
TFD, alguma hifa permanecer ativa, certamente a leséo recidivara.

Nos ensaios in vitro a fracdo de sobrevivéncia do Trichophyton mentagrophytes
submetidos a TFD mostraram-se superiores a 80% para todos os parametros
avaliados com o Photogem® no presente estudo. O curcuminéide se mostrou pouco
eficiente na inativagdo do micro-organismo, porém, os melhores resultados foram
obtidos para os tratados com Photogem® usando a maior dose energética
investigada (33 J/cm?). As altas concentracées dos fotossensibilizadores ndo foram
a melhor opcado para a inativacao do patdgeno, possivelmente devido a agregacao
das moléculas. Ambos mostraram resultados positivos para a TFD, mostrando
potencial da técnica na inativagéo de Trichophyton mentagrophytes.

Os estudos clinicos confirmaram os resultados obtidos nos ensaios in vitro,
mostrando a TFD como uma potencial alternativa para o tratamento de onicomicose.
Avaliou-se dois protocolos a fim de verificar a inativagcdo microbiana, e ambos
apresentaram resultados bastante satisfatorios. Uma vez que a curcumina mais
concentrada utilizada nos testes clinicos apresentaram um resultado final similar ao
resultado final do Photogem®, a primeira mostra-se mais interessante para

viabilizag&o clinica no Brasil, uma vez que a curcumina € um medicamento nacional,
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e por isso possibilita um custo final do tratamento mais acessivel para os pacientes,
o que é fundamental num tipo de lesdo tdo disseminada na populagéo.

Vistos os 6timos resultados na pesquisa clinica, o prototipo do equipamento
sofreu modificacbes, incluindo melhorias anatbmicas, como uma area de contato
maior devido a curvatura (concava), o emborrachamento externo, a introdugcao de
um temporizador, largura do dispositivo — repensada para uso em todos os dedos,
além de um protetor autoclavavel, para evitar contaminacéo cruzada entre dedos e
entre pacientes. Essas melhorias foram feitas para fornecer maior comodidade para

0 paciente e para o operador.

Figura 35 - Verséo final do equipamento (comercial).

Com base nos resultados deste estudo, o protocolo definido de TFD para o
tratamento da onicomicose com utilizacdo de Photogem® foi na concentracdo de 1
mg/ml, com tempo de incubacg&o de uma hora, uso do comprimento de onda 630 nm,
intensidade luminosa de 100 mW/cm? e fluéncia de 120 J/cm?®. Porém, o protocolo
escolhido protocolos para desenvolver futuramente um dispositivo com potencial
comercial foi o da curcumina na concentracdo de 1,5 mg/ml, sendo o tempo de
incubagéao de uma hora, uso do comprimento de onda 450 nm, intensidade luminosa
de 100 mW/cm? e fluéncia de 120 J/cm? , o comprimento de onda utlizados nos
testes clinicos foi de 470 nm, porém vimos que para a curcumina em solugdo mais
concrentrada, teriamos um melhor resultado quando utilizamos o comprimento de

onda no 450 nm.
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A possibilidade para determinar estes protocolos e para desenvolver um
dispositivo com potencial comercial por si s6 mostram evidéncias fortes sobre o
potencial da TFD para o tratamento da onicomicose. Aliado a isso, os resultados
com grande fator de cura completa das lesdes, comumente dificeis de serem
eliminadas, contribui ainda mais para estimular a continuidade do estudo da técnica
nesse sentido. Nao tivemos nenhuma desisténcia dos pacientes e até o momento,
somos procurados quase que diariamente por voluntarios interessados neste

tratamento.

4.2 CONCLUSOES

A terapia fotodinAmica tem apresentado potencial crescente para auxiliar em
reducdes microbianas e fangicas. Como observado neste estudo, através dos
ensaios in vitro, de cinética e de terapia fotodindmica em microscopia confocal,
assim como da pesquisa clinica, a técnica mostra-se passivel de escolha para o
tratamento de onicomicose, com resultados por vezes superior as técnicas
correntes. O protocolo pode ser baseado na aplicacdo do Photogem® ou da
curcumina, com tempo de incubacgéo superiores a uma hora e irradiancia e fluéncia
adequados. Os voluntarios mostraram-se bem receptivos com a TFD devido a
auséncia de efeitos colaterais, a possibilidade de concomitancia com outros
tratamentos de salude e a grande margem de sucesso do tratamento, visto que todos

ja haviam buscado tratamentos convencionais por anos e nao tiveram sucesso.

O estudo realizado revela o potencial da TFD na inativacao fotodinamica dos
micro-organismos causadores de onicomicose. Foi possivel ainda se chegar a uma
configuracéo favoravel para viabilizacdo comercial do protétipo desenvolvido para a
pesquisa clinica, o que devera contribuir para uma agilizacdo da disponibilizacdo

desta técnica para a realidade clinica nacional e internacional.
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ANEXO 1 — COMITE DE ETICA

5Go Paulo, 16 de Novembro de 2010

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Anhembi Morumbi, em sua 79°
reuniao realizada, em carater extraordindario, no dia 16/11/2010, analisou a
pe’?squiso infitulada "Procedimentos para o tratamento de onicomicose por tefapia
fotodinamica " dos (as) pesquisadores (as),Vanderlei Salvador Bagnato,Cristiana
Kurachi,Natalia M. Inada,Carla Raquel Fontana,José Dirceu Vollet-Filho,Armando
Bega,Renato Marcio Bulgor&o,Eveiin Thomé Rodrigues,Ana Paula da Silva sob
responsabilidade do (a) Prof.(a)Armando Bega curso Podologia de emitindo o
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4.3 ANEXO 2 - TCLE - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROCEDIMENTOS PARA O TRATAMENTO DE ONICOMICOSE POR TERAPIA
FOTODINAMICA

Os objetivos deste estudo sdo: comparar os resultados da Terapia Fotodindmica em unhas
com micose que receberdo o corante Photogem ou Curcumina e luz com o comprimento de
onda de 630nm (cor vermelha) a partir de um LASER terapéutico ou um LED (diodo emissor
de luz).

Seré retirado um raspado da (s) unha (s) afetada (s) pela micose para exame laboratorial,
serd efetuada a limpeza da unha com a remocéao da parte afetada pela micose, depois sera
aplicado um corante que pode ser Curcumina 150ug/mL ou Photogem® e aplicada uma luz
vermelha através de um aparelho chamado LED (diodo emissor de luz) ou LASER
terapéutico, uma vez por semana. Serd acompanhada a evolugéo através de fotografias do
(s) dedo (s) afetado (s). O raspado da unha e a sua limpeza sao procedimentos rotineiros e
a aplicacdo do corante e a emisséo da luz vermelha pelo aparelhos aqui relacionados fazem
parte da pesquisa.

Os possiveis desconfortos relacionados aos procedimentos desta pesquisa sdo: o local,
unha, que receber o corante ficara colorido pelo produto, mas esses corantes saem com 0S
banhos, pois sdo superficiais e ndo ficam permanentemente na pele; outro possivel
desconforto esta relacionado ao aquecimento local durante a aplicacdo da luz, que em
hipétese alguma provoca queimadura ou qualquer dano para a pessoa que esta sob o efeito
da aplicagcdo da luz. Obs: Apenas algumas poucas pessoas referem sentir esse
aguecimento durante o tratamento com a Terapia Fotodindmica. Nao existe nenhum outro
risco ou desconforto.

Caso ndo seja do seu interesse participar desta pesquisa, vocé podera optar por
tratamentos convencionais com medicamentos tépicos ou sistémicos prescritos por
dermatologistas.

Em qualquer fase deste estudo vocé tera livre acesso aos pesquisadores e aos resultados
da pesquisa para esclarecer quaisquer davidas. Os principais pesquisadores sdo Ana
Paula da Silva (USP Séo Carlos) e Sr. Armando Bega (UAM Séao Paulo), que podera ser
encontrado respectivamente , IFSC-Instituto de fisica de Sdo Carlos ,USP- Universidade de
Séo Paulo ,Av. Trabalhador sao carlense, 400 ou através dos telefones(16)3373-9810 r .216
ou Email: paulalsir@ursa.ifsc.usp.br, na Rua Dr. Almeida Lima, 1134, Bras, Sao Paulo — SP
ou através do telefone Oxx11 2790-4534. Se vocé tiver qualquer duvida a respeito desta
pesquisa também podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP), Rua
casa do Ator, 294 7° andar, Vila Olimpia — S&8o Paulo — SP, ou através do telefone (11)
3847-3033 ou pelo e.mail pesquisa@anhembi.br.

E garantida a liberdade da minha retirada deste consentimento a qualquer momento da
pesquisa sem prejuizo a continuidade do tratamento.

As informacdes obtidas nesta pesquisa sdo confidenciais e serdo analisadas em conjunto
com as demais informagbes obtidas de outros pacientes, ndo sendo divulgadas as
informacdes pessoais, bem como a identificagdo a nenhum outro paciente.

O paciente tem direito de se manter atualizado sobre os resultados parciais da pesquisa ou
de resultados que sejam de conhecimento dos pesquisadores.

N&o ha nenhum tipo de despesa com consultas ou exames, bem como ndo hd nenhum tipo
de compensacao financeira por participar desta pesquisa. Caso existam custos adicionais
durante o desenvolvimento da pesquisa, 0s mesmos serdo absorvidos pelos pesquisadores.
Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos
propostos neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a tratamento
médico na Instituicdo, bem como as indenizacdes legalmente estabelecidas.
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Os pesquisadores se comprometem a usar os dados obtidos nesta pesquisa apenas para 0s
fins estabelecidos pela prépria pesquisa.

Eu

Acredito ter sido suficientemente esclarecido e informado sobre a minha participacdo nesta
pesquisa, uma vez que o conteddo deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi
lido para mim e ou eu mesmo li todos os seus itens, com 0s quais concordo livre e
espontaneamente, apos ter discutido com o Sr (a) Ana Paula da Silva sobre a minha
decisdo em participar desta pesquisa. Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacao é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar
gquando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou
prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento
neste Servigo.

Data / /

Assinatura do paciente (ou representante legal)

Data / /

Assinatura de testemunha

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores
de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido
deste paciente ou representante legal para a participagdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo
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ANEXO 3 —TABELA COM OS DADOS DOS TESTES IN VITRO
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ANEXO 4 — MODELO FICHA ANAMNESE

Nome:
DataNasc.. / / | anos)- Fones: FOTOSSENSIBILIZADOR
UNHAS PARTICIPANDODOTRABALHO: [ 1000 oo Paraeste paciente:
[unhas) |} photogen®ima/ml
[ ) Curcumina
Min, 42 32 28Hahx Hah 20 32 £2Min, | N°
ESQUERDD CIREITO

MEDICAMENTOS EM US0NO MOMENTO: QuaNDO TERAPIA ANTERIOR [Caso realizada):
- PERCEREU | [ )Esmalte terapéutico

amicoser | [ )Creme ou Pomadz

+f' [ Ilzserterzpiz

[ )Oral )
__anos

[}ﬁmuSEﬁenﬂmsMeHEUE
[ )Outros

ALGUMA MELHORA NO TRATAMENTO ANTERIOR?

ARECIDIVA DA MICOSE SE DEU EM FUNCﬁLD:
[ JAbzndonodotratamento pelo pacients.
[ VIneficaciadaterzpiz administrada

[ JNZoconsaguiu zzendar continuidade.

[ yOutros

luz. {100 mivfom=54 ) tatalizande 10 minutas)

PROCEDIMENTD: 1] antissepsia do pé; 2)Deshast= da carpa da unha com micramatar podoldgico de alta rotagSa; 3)
Aplicagia de Photomem® & fou curcumina; 4)Cabrir com uma gaze # papel sluminia par uma hora; 5| Reslizar 2 aphicagia dal

EVOLUCAD| DATA

DOBSERVACOES

Inicia /
Admisszo

12
retorno

2t
retorng

EH
retorno

4
retorng

52
retorng

go
retorng
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ANEXO 5 — PATENTE

< Uso exclusivo do INPI >

l--"ﬂx T ""‘"""
05/12/2011 1281 Ok
i

Espaco para etiqueta

DEPOSITO DE PEDIDO DE PATENTE OU DE CERTIFICADO DE ADIGCAO

Ao Instituto Nacional da Propriedade Industrial:
O requerente solicita a concessao de um privilégio na natureza e nas condigdes abaixo indicadas

1 Depositante (71):

1.1 Nome: VANDERLEI SALVADOR BAGNATO.
1.2 Qualificagdo; Brasileiro, Casado, Fisico.
1.3 CNPJ/CPF: 002.804.928-47

1.4 Enderego Completo: Rua Julio Fagd, 120, S&o Carlos-SP.
1.5 CEP: 13562-120 1.6 Telefone: 16 3371-9638 1.7 Fax: 16 3371-9638
1.8 E-mail: vander@ifsc.usp.br
[ continua em folha anexa
2. Natureza: O Invengéo @ Modelo de Utilidade O Certificado de Adigio

Escreva, obrigatoriamente, e por extenso, a Natureza desejada: Modelo de Utilidade.

3. Titulo da Invengédo ou Modelo de Utilidade ou Certificado de Adigao(54):

EQUIPAMENTO PORTATIL A BASE DE LED, PARA O TRATAMENTO DE ONICOMICOSE.

[ continua em folha anexa

4. Pedido de Divisdo: do pedido N Data de Depésito:

5. Prioridade: interna [ unionista
O depositante reivindica a(s) seguinte(s):

Pais ou organizagao de origem Nimero de depésito Data do depdsito

6. Inventor (72):
[ Assinale aqui se o(s) mesmo(s) requer(em) a ndo divulgagao de seu(s) nome(s)
6.1 Nome: VANDERLEI SALVADOR BAGNATO.
6.2 Qualificagdo: Brasileiro, Casado, Fisico 6.3 CPF: 002.804.928-47
6.4 Enderego completo: Rua Julio Fagd, 120, S&o Carlos-SP.
6.5 CEP; 13562-120 6.6 Telefone: 16 3371-9638 6.7 Fax: 16 3371-9639

6.8 E-Mail: vander@ifsc.usp.br
[J continua em folha anexa

’ A‘ P’ Formuldrio 1.01 - Depésito de Pedido de Patente ou de Certificado de Adicéo (folha 1/2 )
[ ———
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ANEXO 6 —NUMERO DO MANUSCRITO

Elsevier Editorial System(tm) for Photodiagnosis and Photodynamic Therapy
Manuscript Draft
Manuscript Number:

Title: FAST ELIMINATION OF ONYCHOMYCOSIS BY HEMATOPORPHYRIN DERIVATIVE-
PHOTODYNAMIC THERAPY

Article Type: Case Presentation Research Letter

Keywords: Photodynamic Inactivation; Photodynamic Therapy; onychomycosis; photosensitizer;
Photogem®.

Corresponding Author: Dr. Natalia Mayumi Inada, Ph.D.
Corresponding Author's Institution: University of Sao Paulo
First Author: Ana Paula da Silva

Order of Authors: Ana Paula da Silva; Cristina Kurachi, PhD; Vanderlei S Bagnato, PhD; Natalia Mayumi
Inada, Ph.D.



