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AVALIACAO DOS EFEITOS DA TERAPIA FOTODINAMICA

ANTIMICROBIANA SOBRE LEVEDURAS PATOGENICAS

Renato Araujo Prates

RESUMO

Este trabalho tem por objetivo investigar o comportamento da terapia
fotodindmica (PDT) em leveduras patogénicas. Tem sido proposto que a PDT pode
inativar células microbianas e, um grande nimero de fotossensibilizadores e fontes de
irradiagdo sdo reportados em diferentes parametros. Para melhor entendimento dos
processos fotodindmicos, a taxa de fluéncia, fluéncia e tempo de irradiagdo foram
estudadas, bem como fluéncias iguais em parametros diferentes foram comparadas entre si.
O papel da concentragdo de azul de metileno e do transporte desta droga pela membrana
fungica foram investigados. Diferentes cepas de Cryptococcus neoformans foram
comparadas frente a a¢do fotodinamica com fotossensibilizadores distintos. Apos esta
etapa, atividades metabolicas de processo de morte microbiana e producdo de melanina
foram avaliadas quanto a sua interferéncia na inativa¢do fingica. Por fim, um modelo de
criptococose foi desenvolvido para avaliagdo in vivo da agdo fotodinamica. Foi observado
que parametros de irradiacdo influenciam substancialmente os resultados da PDT em
leveduras e que, fluéncias iguais em diferentes tempos de irradiacdo podem apresentar
resultados diferentes. Em conclusdo, a fluéncia ndo deve ser utilizada como parametro
unico para comparacdo dos resultados de fotoinativagdo de leveduras. Além disso, o
transporte de azul de metileno pela membrana fungica pode influenciar os efeitos da PDT.
A agdo fotodindmica depende do sitio de ligacdo do fotossensibilizador na célula e nao
somente da quantidade de moléculas no interior do microrganismo. E importante ressaltar
que caracteristicas intrinsecas de cada cepa podem influenciar diretamente os efeitos da
PDT. As células morrem geralmente por processo nao litico, e quando utilizada in vivo, a

PDT mostrou-se capaz de reduzir a recuperacdo de células vidvesis.
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EVALUATION OF THE PHOTODYNAMIC ANTIMICROBIAL THERAPY ON

PATHOGENIC YEASTS

Renato Araujo Prates

ABSTRACT

This study aimed to investigate the photodynamic therapy (PDT) behavior on
pathogenic yeasts. It has been proposed in literature that PDT is able to inactivate
microbial cells, and a number of photosensitizer (FS) agents and irradiation sources were
reported with different parameters. The role of fluence rate, as well as fluence and
irradiation time was studied to achieve a deep understanding of this subject and to compare
equivalent fluences under dissimilar irradiation parameters. Methylene blue concentration
and its transport through yeast membrane were also focused. Cryptococcus neoformans
strains that present particular metabolic characteristics were used to investigate
photosensitizers and their ability to inactivate yeast. Furthermore, the role of PDT in
microbial death process and inhibition of killing effects by melanin production were
analyzed. Thereafter, an in vivo model of cryptococcosis was developed to evaluate
photodynamic effect. The main point of our results was that light parameters play an
important role on yeast inactivation and the same fluence under different irradiation
parameters present dissimilar quantity of cell death. In conclusion, fluence per se should
not be used as the only parameter to compare photoinactivation effects on yeast cells. In
addition, MB transport thought yeast membrane can change PDT effects, as well as the
photosensitizer preferential bind site inside the cell. The quantity of PS uptake, under
specific conditions, does not seem to present a direct relation with cell inactivation. In
addition, microbial strain characteristics can directly interfere on PDT results and cells
appear to be killed by an apoptotic-like effect. Finally, PDT can kill C. neoformans in vivo

and reduces its recover from infected site.
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1 INTRODUCAO

A incidéncia de infec¢des fungicas invasivas (IFIs) e localizadas apresentou
consideravel crescimento nos Ultimos vinte anos. Diversas hipdteses foram propostas para
explicar este aumento, dentre as quais podemos citar: o crescente uso de drogas
antineopldsicas e imunossupressoras, massiva utilizacdo de antibioticos de largo espectro,
implantacdo de dispositivos protéticos e enxertos, bem como utilizagdo de técnicas
cirurgicas mais agressivas. Pacientes queimados, com pancreatite, portadores de
neutropenia, ou que apresentam sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) também
possuem uma maior predisposicio para contrair infecgdes por fungos'™.

Dentre as infec¢des causadas por fungos, a forma mais expressiva ¢ a
candidiase causada por Candida spp.. C. albicans possui a maior prevaléncia dentre os
isolados clinicos provenientes de micoses, além de representar o organismo mais
freqiientemente isolado em infec¢des hospitalares. Entretanto, Candida nao-albicans
apresentam menores prevaléncias, porém possuem caracteristicas distintas de
patogenicidade, como a elevada resisténcia ao antifingico fluconazol demonstrada por C.

5 C AL e . . N ..
; € a resisténcia demonstrada por C. lusitaniae a anfotericina B. O

glabrata e C. krusei®
diagnostico tardio de IFIs estd intimamente associado ao maior tempo de internagdo, ao
aumento da morbidade e mortalidade de pacientes’. A identificagdo dos agentes etiologicos
causadores das IFIs representam um poderoso desafio, pois os testes classicos de
identificacdo e classificagdo de espécies fungicas sdo laboriosos e demandam grande
tempo e andlise por profissionais altamente qualificados. Propostas de identificagdo com
testes metabolicos e bioquimicos rapidos sdo lancadas sistematicamente, no entanto o
indice de acerto se mantém discreto e aquém das necessidades clinicas®. Outro problema de
extrema importancia ¢ o aparecimento de espécies até entdo desconhecidas, ou espécies
anteriormente conhecidas, que ndo eram encontradas em quadros infecciosos e, a partir de
certo momento, passam a ser isolados de pacientes. Eles sdo comumente chamados
patogenos emergentes. Enquanto cinco espécies do género Candida sp. eram consideradas
patdgenas na década de 1960, em meados da década de 1990, foram listadas dezessete
espécies nesta categoria® ’. E urgente a necessidade de buscar alternativas terapéuticas

seguras, e com satisfatoria previsibilidade de resultados terapéuticos.
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O tratamento da candidiase, sobretudo em pacientes com sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) requer o uso macico de antifiingicos. O protocolo de
prescricdo, especialmente de fluconazol para tratamento de candidiase em orofaringe
nesses pacientes, representou uma facilidade na resolu¢do dos quadros clinicos. Porém,
recidiva da infec¢do geralmente ocorria algum tempo apos o tratamento. Por isso, muitos
portadores de AIDS receberam tratamentos prolongados com este farmaco, ou até mesmo
sua prescricdo profilatica. As repetidas tentativas de tratamento com fluconazol
provocaram multiplas exposi¢des em varias cepas de Candida sp., e muitas delas foram
naturalmente selecionadas e tornaram-se resistentes .

A resisténcia fingica de Candida sp. esta particularmente ligada a presenga de
bombas com multipla capacidade de transportar drogas para fora da célula, essas bombas
estdo na membrana dos microrganismos e elas podem ser divididas em duas grandes
categorias: 1) Bombas de transporte ativo, chamadas ABC transportadoras e; ii) Bombas de
transporte passivo, ou poros de difusdo facilitada. Estas bombas sdo codificadas,
principalmente, pelos genes CDR1 ¢ BEM', respectivamente’ .

Outra espécie de microrganismos de grande importancia clinica ¢ representada
por Cryptococcus neoformans, que € um fungo encapsulado que pode infectar hospedeiros
imunocompetentes bem como imunodeprimidos. Este fungo ndo faz parte da microbiota
residente do ser humano e geralmente infecta o hospedeiro através das vias respiratorias
pela inalacdo de suas formas desidratadas ou como basididsporos. Solo contaminado com
fezes de pombos e algumas espécies de arvores sdo os principais reservatorios naturais de
C. neoformans. E importante ressaltar que este microrganismo encontra-se presente em
importantes centros urbanos, como em arvores do parque Ibirapuera e na Aclimacdo, em
convivéncia cotidiana com a cidade de Sdo Paulo'®. Apds sua instalagdo nos pulmdes, ele
pode se disseminar pela corrente sangiiinea e migrar para outros sitios do organismo. A
criptococose ¢ uma infeccdo que se manifesta com quadros clinicos variados. No que diz
respeito a sua localizacdo, ela pode acometer os pulmdes, pele, sitios no sistema nervoso
central, além de outras visceras; e sua progressio pode assumir formas agudas ou

A s 10, 1
cronicas 7.

Infecgdo do cérebro e meninges sdo as manifestagdes clinicas mais
freqlientemente encontradas nos casos de criptococose, € a causa mais comum de 6bito em
pacientes. Os sintomas dependem da rapidez com que ocorre o comprometimento do
orgdo. Parestesia e/ou paralisia podem ocorrer devido a invasdo fiingica e compressao de

um, ou mais nervos cranianos, ocasionada pelo edema cerebral. Conseqiientemente, essas
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podem persistir como uma seqiicla permanente da doenga'®. O segundo sitio mais
envolvido ¢ o pulmdo, que pode apresentar a forma assintomatica da criptococose, ou a
doenga pulmonar disseminada, freqiientemente associada a nodulos pulmonares. A
infecgdo pulmonar pode ser considerada a manifestagdo primaria da doenga'™ "

A céapsula deste microrganismo ¢ indicada como maior responsavel por sua
viruléncia, como observado em espécies mutantes, que ndo desenvolveram capsula e ndo
tem habilidade de causar infec¢do no hospedeiro. A meningite criptocética € letal quando
ndo tratada adequadamente, e mesmo utilizando os melhores antifiungicos, pode ser letal
em pacientes imunossuprimidos™. As infec¢des geralmente requerem prolongada terapia
antifungica e estdo associadas com seqiielas neurologicas e intervengio neurocirargica'®.

O uso indiscriminado de agentes antimicrobianos promove a selecao natural de
cepas microbianas resistentes e deixa uma franca oportunidade para recombinacao genética
dos fatores de resisténcia e mutagdo. Isso pode ser interpretado como um dos maiores
problemas para o século XXI, visto que, ¢ grande a capacidade de adaptacgao destes seres, e
para cada medicamento colocado no mercado, em pouco tempo, surge uma cepa
resistente®' >

Dentro deste cenario, surge a terapia fotodinamica (PDT), que ¢ uma forma de
fototerapia baseada na utilizacdo de substiancias com propriedades fotossensibilizadoras
nos tecidos biologicos e ativagdo destas pela presenca da luz. As células consideradas alvo
serdo coradas com o fotossensibilizador e irradiadas com luz. A molécula do
fotossensibilizador passara para um estado excitado, e ao voltar ao estado mais estavel, ira
transferir esta energia para o sistema propiciando um efeito fotoquimico que normalmente

24-29

leva a morte celular”™™". Isoladamente, nem a droga nem a luz tem a capacidade de

produzir o efeito deletério ao sistema biologico™ .

Apds a irradiacdo do corante, a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) leva a morte das células através da acdo oxidativa em componentes lipidicos das
membranas lipoproteicas™. No entanto, esta nio ¢ a tnica nem a principal via de morte
celular. Sinais de dano sdo emitidos e sensibilizam receptores, principalmente na
membrana externa da mitocondria, que inicia o processo de faléncia metabdlica celular.
Sdo gerados estimulos para aglutinagdo de citoplasma, bem como condensagdo de
cromatina que podem ser observadas como resultado final da ac¢do de espécies reativas de

oxigénio (ERO) gerada pela terapia fotodindmica®*°.
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A PDT mostra grande atividade antimicrobiana com amplo espectro de atuagdo

22,37-40 2,41-4 s s r . ’ \ ~
3740 ¢ fungos™ *'*". Toda esta toxicidade ¢é atribuida a geragdo de grandes

sobre bactérias
quantidades de ERO*, que superam o limite de defesa das células e iniciam os mais
diversos mecanismos de morte celular. Os sinais para apoptose sdo gerados pela
despropor¢do intracelular de ERO, que disparam um mecanismo de autofagocitose das
organelas, e leva a destruicdo celular por uma ou mais vias de morte celular programada. A
mitocondria estd particularmente envolvida no inicio do dano. A redu¢do incompleta do
oxigénio durante o processo de oxidagdo da fosforilase também produz grandes danos,
incluindo a peroxidacdo de lipides e DNA. Uma avaria na membrana da mitocondria leva
ao dano na cadeia de transporte de elétrons. Em seguida, ha liberagdo das moléculas de
citocromo-c no citoplasma. Esta molécula esta relacionada ao mecanismo de respiragdo
celular e geracdo de energia em forma de ATP e danos a sua estrutura aceleram a faléncia
do metabolismo celular™.

Estudos dos efeitos fotodindmicos sobre leveduras ainda sdo pouco explorados
na literatura, entretanto esta ¢ uma promissora area, visto que os resultados até agora
encontrados pelos grupos de pesquisa apontam para uma real possibilidade de inativagao
destes microrganismos®>. Além disso, o crescimento de infecgdes por fungos representa um
enorme desafio, principalmente em pacientes com algum grau de comprometimento
imunolégico®.

O campo da terapia fotodindmica em fungos desenvolve uma possibilidade de
tratamento para varias doencas de significativa importancia clinica. Trabalhos in vitro
demonstraram os positivos efeitos antimicrobianos da PDT sobre varias espécies de
fungos, dentre elas Saccharomyces cerevisiae® >, Candida sp.*>*" %> Trichophyton
rubrum® , Aspergillus fumigatus™®, e Cryptococcus neoformans **>.

As pesquisas no campo dos fotossensibilizadores encontram-se adiantadas,
com décadas de investigacdo de varias moléculas com capacidade de absorver luz e

. . roe r 2,40, 43, 46, 55, 56
produzir efeitos foto-toxicos em células™ ™ "> ™ 7>

. Dentre os mais estudados, podemos
destacar o azul de metileno, pertencente a familia das fenotiazinas. Ele se apresenta bem
estabelecido como fotossensibilizador na literatura. Esta molécula provou sua efetividade

26, 46, 52, 56 .
» 2% 2% Possui duas bandas

em uma série de estudos sobre fotoinativagdo microbiana
principais de absor¢do na regido visivel do espectro eletromagnético, uma referente ao
componente monomérico (Amax=0664nm); e outra da sua forma dimerizada

(Amax=608nm)”".
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Entretanto, os mecanismos metabdlicos pelos quais a PDT opera em cada
organismo ainda permanecem obscuros. Ainda nos falta conhecer a verdadeira dindmica da
PDT, para isso, devemos entender primeiramente os pardmetros de irradiacdo, para entdo
tornar essa modalidade de tratamento mais eficiente. Os parametros de irradiacdo em PDT
ainda permanecem um tema obscuro, cuja importancia ainda ndo atentou os principais
autores dessa area.

Outro fato intrigante ¢ que, microrganismos diferentes apresentam diferentes
respostas @ PDT. Nao ¢ incomum uma mesma espécie se portar diferentemente frente ao
desafio por ERO. Esta informacdo pode parecer obvia no inicio, porém, este ¢ outro ponto
crucial para o entendimento da PDT. Se a mesma técnica de PDT for utilizada em
diferentes alvos, as diferencas poderdo ser correlacionadas aos efeitos que,
sistematicamente foram provocados nas células alvo. Em suma, a principal idéia deste
trabalho ¢ utilizar leveduras patogénicas como modelos de comparacdo de efeitos
fotodinamicos, com a observacgdo e analise das similaridades e diferencgas entre as respostas

de inativagdo celular.
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2 OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi estudar o comportamento da terapia fotodindmica

em fungos leveduriformes patogénicos.

2.1  OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Investigar os efeitos da fluéncia, taxa de fluéncia e tempo de exposi¢do no
processo de inativagcdo fotodindmica de Candida albicans, Candida krusei e
Cryptococcus neoformans var. grubii sorotipo A, bem como em diferentes
fases de crescimento de C. albicans e, na producdo de espécies reativas de
oxigénio;

e Investigar o papel da concentragdo do azul de metileno na inativacdo de C.
albicans;

e Investigar o papel do transporte do azul de metileno pela membrana de C.
albicans;

¢ Investigar a localizagdo intracelular do azul de metileno em C. albicans;

e Observar alteracdes morfologicas em C. neoformans ap6és a PDT;

e Investigar o acimulo de FS intracelular em C. neoformans;

e Investigar o papel da producdo de melanina de C. neoformans na protegdo
contra os efeitos fotodinamicos;

e Avaliar a inativacdo de C. neoformans em infec¢do local induzida in vivo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 INFLUENCIA DOS PARAMETROS DE IRRADIACAO NO EFEITO
FOTODINAMICO

Na terapia fotodinamica, o principio da reciprocidade ¢ aceito como verdade e
levado em consideracdo na comparacdo de diferentes grupos e, principalmente, para
confrontar resultados de trabalhos distintos, onde muitas vezes, tempo de irradiacdo e
intensidade ndo foram levados em consideragdo. O principio da reciprocidade profere que
os efeitos biologicos observados nas terapias com luz dependem da fluéncia empregada na
irradiacdo, independente do tempo sob o qual esta fluéncia foi entregue ao sistema

. , . 58
biologico™.

3.1.1 PREPARACAO DO INOCULO

Diferentes microrganismos parecem responder de forma diferente as terapias,
sobretudo a PDT. Por isso foram selecionadas trés espécies distintas de fungos,
gentilmente cedidas pelo Laboratorio de Leveduras Patogénicas do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da USP, para estes testes (TABELA 1).

As leveduras foram cultivadas aerobicamente em agar Sabouraud Dextrose e
incubadas a 30°C por 12 ou 24h para Candida albicans, 24h para Candida krusei e 48h

para C. neoformans.

TABELA 1 - Microrganismos utilizados para os testes de pardmetros de irradiacao

Microrganismo Referéncia da Cepa
Candida albicans ATCC 90028
Candida krusei ATCC 6258

Cryptococcus neoformans var. grubii ATCC 90112

O in6éculo de Candida sp. foi preparado com a colheita das leveduras puras
crescidas em placa de Petri com agar Sabouraud e suspensas em solucdo salina fosfatada
tamponada (PBS) em pH 7,2. As suspensdes de células foram medidas em

espectrofotometro sob irradiagdo A=530 nm e a transmitancia ajustada em 73+4%, que
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resultou em uma concentragio de aproximadamente 1x10° UFC/mL*. Para C. neoformans,

foi utilizada cAmera de Neubauer e o indculo ajustado em 1x10” UFC/mL®’.

3.1.2 IRRADIACAO E PARAMETROS

Foi utilizado um laser diodo InGaAIP (Photon Lase III, DMC, Sao Carlos,
Brasil) com comprimento de onda de emissdao em A=660 nm. As amostras foram irradiadas
de cima para baixo em uma placa de micro-titulagdo de 96 pogos, onde o feixe laser foi
ajustado com o didmetro de 0,3 cm’ correspondente a area de abertura de um pogo da
referida placa. Proveniente da variagdo de poténcia do equipamento em 30, 60 ¢ 90 mW,
intensidades de 100, 200 e 300 mW/cm® foram alcancadas. Amostras foram colhidas nos

tempos 0, 3, 6 ¢ 9 minutos, o que resultou em fluéncias de 0 a 162 J/cm® (TABELA 2).

TABELA 2 - Parametros de irradiagdo utilizados nos grupos PDT (L+FS+) durante o
experimento

Poténcia (mW) 30 60 90
Intensidade (mW/cm?) 100 200 300

3; 18 3; 36 3; 54
Tempo de exposi¢do (min.); Fluéncia 6: 36 6:72 6: 108
(o) 9; 54 9; 108 9; 162

A fluéncia de 54 J/em® coincidiu em dois regimes de irradiagdo utilizados e os

resultados em morte microbiana foram entdo comparados entre si.

3.1.3 PREPARACAO DO FOTOSSENSIBILIZADOR

A solucdo de azul de metileno foi preparada pela diluicdo do p6 (Sigma Ltd.,
Poole, UK) em agua destilada na concentra¢ao de 10 mM. Este estoque foi filtrado em uma
membrana estéril (0,22 um, Milipore, Sdo Paulo, Brasil). O fotossensibilizador foi
adicionado a suspensdo microbiana na propor¢cdo 1/100, o que resultou em uma

concentragdo final de 100 uM*> %2,

3.1.4 DIVISAO DOS GRUPOS

O grupo controle (L-FS-) ndo recebeu qualquer tratamento com laser ou
fotossensibilizador. No grupo laser (L+FS-), a suspensdo de leveduras foi irradiada na

auséncia do fotossensibilizador por 9 min sob intensidade de 300 mW/cm?, o que resultou
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em uma fluéncia de 162 J/cm?. Para os testes de toxicidade no escuro (L-FS+), a suspensdo
de leveduras foi corada por 10 min com AM 100 uM em contato com as células. Nos
grupos PDT (L+FS+), a suspensdo de leveduras coradas com AM 100 uM foi devidamente
irradiada nos parametros mostrados na TABELA 2.

As acdes das diferentes intensidades, tempos de irradiacdo e fluéncias foram
avaliadas, bem como seus efeitos sob as amostras de seu grupo PDT.

Ap6s passar pelos tratamentos propostos no estudo, as amostras foram diluidas
de 10" a 107 vezes a concentragio original. Posteriormente, aliquotas de 10 pL de cada
diluicdo foram estriadas, em triplicata, em placa de petri com agar Sabouraud e estas foram

devidamente incubadas para formagao de unidades formadoras de colonias™® ®" %2,

3.1.5 ANALISE ESTATISTICA

As unidades formadoras de colonia foram contadas e todas as amostras foram
submetidas a analise estatistica utilizando-se teste de varidncia one-way (ANOVA). A

comparacdo das médias foi realizada pelo teste de Tukey e a significancia ajustada em 5%.

3.2 MENSURACAO DA FORMACAO DE ESPECIES REATIVAS DE
OXIGENIO (ERO)

A formagdo de ERO foi avaliada por quantificacdo dos valores de absorbancia
de RNO sob irradiacdo laser em A=660 nm, com intervalos de tempo de 0 a 9 min de
irradiagdo, em 100 e 300 mW/cm? (TABELA 2). Uma solu¢do de linha base foi preparada
utilizando 15 mM de L-histidina (Sigma LTDA, Poole, UK) e azul de metileno diluido em
agua destilada®.

A molécula p-dimetilamina (RNO) foi adicionado na concentragdo final de
13,3 uM e a absorbancia da solu¢do foi medida em espectrofotdmetro optico (Biospectro
220, WMED, Sio Paulo, Brasil) no comprimento de onda Am.x=440 nm. O RNO degrada-se

na presencga de ERO e sua absor¢io em A=440 nm diminui com sua degrada¢io® .

3.3 AVALIACAO DA TEMPERATURA DURANTE A IRRADIACAO

A temperatura da suspensdo de leveduras e da suspensdo de leveduras coradas
com azul de metileno foi avaliada durante a irradiagdo com laser A=660 nm (300 mW/cm?;
9 min) por um sensor infravermelho (OS 136Series, OMEGA Engineering Inc., Stamford,

USA). As amostras, em uma placa de micro-titulagdo, foram irradiadas de cima para baixo
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e os resultados mensurados em intervalos de 30 em 30s. A temperatura ambiente foi

aferida em 25°C.

34 CONCENTRACAO DO AZUL DE METILENO E FOTO-INATIVACAO DE

C. albicans

O efeito da concentragdo de AM sobre C. albicans foi avaliado com a

utilizagdo de testes microbiologicos e espectroscopia de absor¢do Optica.

3.4.1 INATIVACAO DE C. albicans

Foi preparado inoculo de C. albicans (T%=73+4%) em PBS, como
anteriormente descrito no item 3.1, e este foi dividido e exposto por 10 min a
concentragdes de 50, 100, 250, 500, 750 e 1000 uM de AM. Amostras foram removidas
para diluigdo seriada e quantificagio®', com o intuito de verificar a toxicidade de AM
nestas concentragdes e tempo de contato. Posteriormente, as amostras foram irradiadas
com laser (A=660 nm) em parametros considerados sub-letais (300 mW/cm?; 3 min; 54
J/em?). Apds a irradiagdo, as amostras seguiram para quantificacdo microbiologica

conforme protocolo anteriormente descrito®’.

3.4.2 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO OPTICA

O espectro de absorcdo Optica de todas as amostras foi mensurado em
espectrofotometro (CARY OLIS-17, On-Line Instrument Systems, Inc. USA) na faixa
(200 a 700 nm) UV-visivel do espectro eletromagnético com intervalos de 0,5 nm.

Suspensao de C. albicans (T%=73+4%) em PBS foi depositada em uma cubeta
de quartzo com caminho optico de 0,1 cm, para leitura de uma linha base de absorg¢ao.
Posteriormente, foram lidas suspensdes da levedura corada com AM nas concentragdes 50,

100, 250, 500, 750 ¢ 1000 uM.

3.5 TRANSPORTE DO AZUL DE METILENO PELA MEMBRANA
Foi utilizado o laser de GaAlAs (Photon Lase III, DMC, Sao Carlos, Brasil)
com comprimento de onda de emissdo em A=660 nm. As amostras foram irradiadas

conforme descrito na sessdo 3.1.2, porém, com parametros de irradiacdo diferentes

(TABELA 3).
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TABELA 3- Condig¢des de irradiagdo nas amostras de C. albicans DAY 10085

Tempo (s) 120 240 360
Fluéncia (J/cm®) 20 40 60
Energia (J) 6 12 18
Poténcia (mW) 50

Taxas de fluéncia (mW/cm?) 165

Foram utilizadas C. albicans (DAY 10085) e as células foram inicialmente
crescidas em caldo Yeast Peptone Dextrose (YPD) por 24h a 30°C. Apos este periodo de
crescimento, elas foram colhidas e lavadas duas vezes em PBS pH 7,2. O in6culo de
aproximadamente 10’ UFC/mL foi incubado com inibidores de transporte ativo
(Verapamil) e passivo (INF7;) por 30 min. e, posteriormente, incubado por mais 30 min
com AM 100 uM. Apos a exposi¢@o ao FS, o indculo foi lavado trés vezes em PBS.

As amostras foram divididas em cinco experimentos distintos, cada um deles
composto por grupo controle; grupo exposto as drogas sem irradiacdo, para avaliagdo da
toxicidade no escuro (momento 0); e grupo PDT com irradiagdes nos trés tempos 2, 4 ¢ 6
minutos (TABELA 3).

Além das drogas inibidoras das bombas de transporte, também foi utilizada
cepas de C. albicans geneticamente modificadas para expressar exacerbadamente bombas
de transporte ativo e passivo, bem como sua cepa de referéncia como controle. Estas cepas
foram gentilmente cedidas para os nossos experimentos por Wellman Center for
Photomedicine, Department of Dermatology of Harward Medical School. As

caracteristicas de cada cepa estdo dispostas na TABELA 4.

TABELA 4 — Caracteristicas das cepas utilizadas no experimento

C. albicans Caracteristica da cepa

DAY Cepa selvagem (colhida de paciente)
YEM12 Cepa selvagem parente de YEM13
YEMI13 Rica em bombas de difusdo facilitada'?
YEM14 Cepa selvagem parente de YEM15

YEMI15 Rica em bombas de transporte ativo (ABC transportadoras)™ '?
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Cada experimento foi realizado em triplicata (semeados em trés placas) e todos
os experimentos foram realizados trés vezes (em dias diferentes). Os resultados foram
expressos como médias e desvio padrao da média para cada grupo, e a linha entre os dados

representa o ajuste da curva que descreve o comportamento intragrupo.

3.5.1  AVALIACAO POR MICROSCOPIA CONFOCAL

Ap6s o crescimento das cepas de C. albicans em caldo YPD, as células foram
colhidas por centrifugacdo (12000 RPM por 2 min), lavadas duas vezes em PBS e
suspensas em inoculo de 10’UFC/mL. Posteriormente, este indculo foi incubado com
10pg/mL de rodamina 1,2,3 (R123) (R123; Eastman Kodak, Rochester, EUA) por 30min,
seguido de 100 uM de AM por mais 30 min. As células foram divididas em 4 grupos e
expostas, ou ndo, aos inibidores de transporte de membrana. O primeiro grupo nao recebeu
inibidores, somente AM e R123; o segundo recebeu os corantes e verapamil; o terceiro
grupo recebeu INF; e o quarto grupo recebeu verapamil e INF. Apds o tempo de
incubagdo, as células foram fixadas em formol a 2% e glicerol a 10%. A inclusdo do
glicerol na fixagdo se destinou a dificultar o bombeamento dos corantes para fora das
células e diminuir possiveis deformacdes anatomicas causadas pela metodologia de fixacdo
por formol. As células foram colhidas, depositadas sobre uma lamina de vidro, cobertas
por uma laminula e levadas ao microscopio.

O microscopio confocal (Leica TCS NT, Leica Mikroskopie und System
GmBH, Wetzlar, Alemanha) foi utilizado neste estudo. As células foram observadas
utilizando-se uma lente objetiva de 100x imersa em 6leo e imagens de resolucao 512x512
pixeis foram gravadas. Dois canais coletaram o sinal de fluorescéncia: o primeiro foi
utilizado para R123, na regido verde (espelho dicroico 580 nm acoplado a um filtro passa
banda 525/50 nm); e o segundo em vermelho, para 0 AM (espelho dicrdico associado a
filtro passa banda maior que 665 nm). Falsas cores, verde e vermelha, foram superpostas
para formacao das figuras.

Além dos canais fluorescentes, uma imagem em escala de cinza também foi
formada para visualizacao e ajuste do ponto 6timo de foco nas células do campo estudado.

As imagens de sobreposi¢cdo verde vermelho foram analisadas com a ajuda de
um software (IMAGEJ 1.410, National Institute of Health, USA) pela contagem de pixeis

vermelhos por célula no campo de observagdo. Para cada grupo, foi contado um minimo de
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30 células que ndo apresentava sobreposicdo e possuia limite bem definido. A andlise

estatistica foi realizada utilizando teste-t Student com nivel de significancia de 5%.

3.6 ACUMULO DE FOTOSSENSIBILIZADOR EM C. neoformans E SUA
FOTOINATIVACAO

Com o objetivo de observar as diferengas entre cepas de C. neoformans, quatro
delas foram incluidas neste experimento. Elas foram incubadas com quatro
fotossensibilizadores por 30 min em temperatura ambiente. ApoOs este periodo, as células
foram lavadas trés vezes em PBS para remog¢ao do excesso de FS e, entdo, submetidas a
irradiacdo para definicdo da acdo fotodindmica. Além disso, foi conduzida a avaliagdo
quantitativa de incorporagdo de fotossensibilizador por esta levedura com a utilizacdo de
leitura de fluorescéncia especifica para cada fotossensibilizador que ficou retido no
citoplasma dessas células. Por fim, microscopia confocal foi realizada para observar o
comportamento dos FS quando em contato com as células de C. neoformans.

Estas cepas foram gentilmente cedidas para os nossos experimentos pelo
instituto Wellman Center for Photomedicine, Department of Dermatology of Harward
Medical School. Na tabela a seguir, sdo encontradas as cepas utilizadas neste experimento

e suas principais caracteristicas (TABELA 5).

TABELA 5 — Cepas utilizadas no experimento

C. neoformans Caracteristica da Cepa

KN99¢.*° Derivado de KNA(aA) e H99(a.A); Sorotipo A
CAP59" Nao produz cépsula

ATCC 208819 Nao produz melanina

ATCC 208820 Super produtor de melanina

3.6.1 FOTOSSENSIBILIZADORES E PARAMETROS DE IRRADIACAO

As células de C. neoformans foram submetidas ao teste de inativagdo com 0s
fotossensibilizadores Azul de Metileno, Rosa Bengala (RB), Conjugado Poli-L-lisina

62. 68 ¢ 5_etilamina-9-dietilaminobenzeno [a] fenotiazina selénio

Clorina es (pL-ce6)
(EtNBSe)®”. Cada cepa do microrganismo foi exposta a todos os fotossensibilizadores

(FIGURA 1). Embora tenham sido empregados 4 fotossensibilizadores com caracteristicas
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diferentes, a interpretacdo dos dados deve ser cuidadosa, pois, a busca no comportamento
de cada cepa frente ao desafio fotodinamico deve ser observada. Isso porque a metodologia
empregada ndo permite diferenciar peculiaridades e discrepancias entre diferentes
moléculas fotossensibilizadoras. Os grupos foram irradiados de forma similar, porém com
pequenas diferengas no comprimento de onda 6timo para cada FS, bem como parametros
de irradiacdo com diferentes intensidades, principalmente para o FS RB. Além disto, as
concentragdes molares dos fotossensibilizadores ndo foram iguais para todos os casos,
assim, este fato pode comprometer a simples observacdo de diferengas entre

fotossensibilizadores.

CoHs +
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FIGURA 1- Fotossensibilizadores utilizados neste experimento

As leveduras foram crescidas em caldo YPD por 48h a 30°C. Apos este

periodo, as células foram colhidas por centrifugagdo (10 min; 4000 RPM) e lavadas duas
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vezes em PBS para remocao do meio de cultura. Estas foram submetidas a incubacdo com
os fotossensibilizadores por 30 min, a temperatura ambiente e protegidas da luz. Decorrido
o tempo de pré irradiagcdo, as células foram lavadas trés vezes em PBS e 1 mL foi
transferido para uma placa de microtitulacdo de 24 pocos, cuja area de 17 cm? de cada
compartimento foi levada a irradiacdo; e outra parte dessa suspensdo exposta aos
fotossensibilizadores foi separada para dar seqiiéncia ao proximo experimento, que sera
descrito abaixo (3.6.2 Incorporagdo de FS em C. neoformans). Em cada experimento houve
um grupo controle, que ndo recebeu tratamento e um grupo para avaliagdo da toxicidade
sem irradiagao.

Posteriormente, cada placa de 24 pogos com células e corante foi levada para
irradiacdo com seu comprimento de onda de ressonancia (TABELA 6). Para isso foi
utilizada 1dmpada halogena (LumaCare LC122, MBG Technologies, UK) acoplada a filtros
especificos; e a suspensdo foi irradiada com fluéncias de 10, 20, 30 e 40 J/cm? (TABELA
6).

TABELA 6 — Parametros de irradiacdo de C. neoformans com 4 fotossensibilizadores

AM RB Pl-ce6 EtNBSe
Comprimento de onda max. (nm) 665 530 652 665
Poténcia (mW) 700 450 700 700
Taxa de Fluéncia (mW/cm?) 40 30 40 40
6 4 4
o . 8 12 8 8
Tempo de irradiagdo (min.) 6 18 . .
24 24 16 16

Decorrido o tempo de irradiagdo, as amostras foram diluidas de 10" a 10™
vezes a concentrag¢do inicial, plaqueadas em agar YPD e incubadas por 48h a 30°C,

conforme previamente descrito no item (3.1.4).

3.6.2 INCORPORACAO DE FS EM C. neoformans

A massa de células resultante do experimento anterior, que visou a inativagao
de C. neoformans, foi digerida em 0,1M de NaOH e em dodecil sulfato de sddio (SDS) a

1% por 24h e colocada em placas de micro-titulagdo de 96 pocos. A fluorescéncia foi
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medida em espectrofluorimetro (SpectraMax Plus 384,MDS Analytical Technologies,
EUA)™ °. Curvas de calibragem foram tragadas para diferentes concentragdes dos quatro
fotossensibilizadores e o resultado de fluorescéncia das células foi relacionado a equagao
desta curva, o que gerou a concentragdo de FS acumulada nas células digeridas. Foi
relacionado o nimero de moléculas de FS pelo niimero célula presentes na suspensdo para
as quatro cepas de C. neoformans. Maiores detalhes sobre a obtencdo das equagdes podem

ser encontrados no ANEXO C — Concentracao de FS em C. neoformans.

3.6.3 AVALIACAO DA LOCALIZACAO DE FS EM C. neoformans

Para realizagdo deste experimento, as células passaram pelos mesmos
processos de crescimento, exposi¢do ao FS concomitante a um marcador de mitocondria, e
os excessos foram removidos por lavagem, como ja descrito nos itens 3.6.1 e 3.6.2.
Posteriormente elas foram gentilmente centrifugadas para formacdo de uma regido com
maior concentracdo de células no fundo do tubo e 4 pL desta suspensdo foi depositada
sobre lamina de vidro e coberta por laminula. As amostras foram levadas, abrigadas da
iluminacdo ambiente e levadas para visualizagdo no microscopio confocal, anteriormente

descrito no item 3.5.1.

3.7 ALTERACOES MORFOLOGICAS E FISIOLOGICAS EM C. neoformans
APOS A PDT

3.7.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Microscopia eletronica de varredura foi realizada para observagdo de possiveis
alteragdes morfologicas nas células de C. neoformans ATCC 90112 apds o tratamento com
PDT e azul de metileno. Os parametros de irradiagcdo utilizados neste experimento foram
idénticos aqueles descritos no item 3.1.2 (TABELA 2), com poténcia do laser ajustada em
90 mW.

Dois grupos foram criados para observacdo dos efeitos: um grupo controle
(sem FS e irradiagdo) e outro apos o tempo total de irradiagdo. As células de ambos os
grupos foram colhidas e fixadas em glutaraldeido a 2,5% por 1h a 25°C. Posteriormente,
estas células foram desidratadas em concentragcdes progressivas de etanol (50, 60, 70, 80,
90 e 100%), colocadas sobre uma lamina de vidro, revestida por cobertura metalica de
ouro-paladio e observadas ao microscopio eletronico de varredura (Phillips XI, Eindhover,

Holanda). Duas amostras de cada grupo foram preparadas e observadas em toda sua
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extensdo. As figuras apresentadas representam o conjunto de caracteristicas mais

comumente observadas no campo de visao das laminas.

3.7.2  APOPTOSE DE C. neoformans APOS PDT

Os processos de apoptose nas células fingicas foram investigados na busca de
uma visdo mais aprofundada sobre as formas pelas quais os fendmenos metabdlicos
influenciam a morte celular por PDT, além de um maior entendimento das alteracdes na
morfologia celular ap6s o tratamento fotodindmico.

Para tanto, células de C. neoformans KN99qa foram crescidas em caldo YPD
por 48h a 30°C. Posteriormente, as células foram tratadas com PDT utilizando uma taxa de
fluéncia de 40mW/cm® produzida por luz nio coerente acoplada a fibra optica e filtro com
transmissdo entre 645-675 nm (LumaCare, Londres, Reino Unido). O fotossensibilizador
empregado foi pL-ce6 utilizado na concentragdo final de 10uM. As células foram
iluminadas por fluéncias de 10, 20, 30 e 40 J/em® nos tempos 4, 8, 12 ¢ 16 min de
irradiacdo. Aliquotas foram retiradas durante a irradiacdo para quantificagdo de UFC/mL.

Células submetidas, ou ndo, & PDT nas fluéncias de 0, 10 e 40 J/cm® foram
coradas com ApoAlert® (Anexin IV, Clontech Laboratories Inc., Mountain View, EUA)
conforme manual de instrugdes fornecido pelo fabricante. O método baseia-se no fato das
células que estdo em processo de apoptose sofrerem uma mudanga na posicdo das
fosfatidilserinas na membrana celular. Estas moléculas passam a ocupar a parte externa da
membrana celular (em contato com o meio extracelular) durante o inicio do processo de
apoptose ¢ podem ser coradas com FITC (canal verde)”'. Outro corante utilizado neste kit ¢
o iodeto de propidio (canal vermelho), que se liga a cromatina condensada pelos processos
mais avangados de apoptose.

Ap6s receber o devido tratamento de coloragdo, as células foram levadas ao
microscopio confocal, conforme descrito no item 3.5.1, porém no canal vermelho foi
utilizado um filtro passa banda 600/30 nm, para evitar a visualizagdo da fluorescéncia do

fotossensibilizador.

3.7.3 EFEITO DA MELANINA NA ACAO FOTODINAMICA

C. neoformans ATCC 208820 (super produtor de melanina) foi cultivado em

meio minimo com ou sem L-dopamina, para dar substrato para formacdo de melanina pelo
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fungo’?. As células foram incubadas por 10 dias e em seguida submetidas & PDT em dois

regimes diferentes, previamente descritos nos itens 3.1.2 e 3.7.2.

3.8 INDUCAO DA CRIPTOCOCOSE E FOTOINATIVACAO IN VIVO

Vinte e cinco camundongos BALB/c fémeas, com massa corpdorea 24-26 g,
foram utilizadas neste estudo, que recebeu aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa
Animal do IPEN-CNEN/SP (Apéndice A). Todos os animais foram acondicionados sob as
mesmas interferéncias ambientais, ficaram submetidos a um ciclo 12/12 horas claro e
escuro, além de receber alimentagdo e hidratacao ad libitum.

Para indugio da criptococose, um indculo de aproximadamente 10° UFC/mL
foi preparado com C. neoformans (ATCC 90112) colhidos de um placa de Petri contendo
agar Sabouraud, e suspensos em PBS pH7,2. Quinze animais foram anestesiados com uma
associagdo de Cetamina e Xilasina, e divididos em grupos compostos por 5 animais em
cada um deles. Os animais tiveram suas patas posteriores esquerdas inoculadas com 0,1mL
da suspensdo fiingica com concentragdes decrescentes de 107, 10°, 10° células por pata.
Estes animais foram acompanhados por 60 dias apds a inoculacdo e este experimento teve
o objetivo de observar o edema apos a inoculagdo. As patas posteriores do lado direito
foram inoculadas com o0 mesmo volume de suspensao salina, como controle.

O melhor grupo para inducdo de criptococose foi selecionado e 10 novos
camundongos com as mesmas caracteristicas descritas acima foram novamente inoculados
com 107 células por pata. Trés dias ap6s a inoculagio, 5 camundongos foram tratados com
PDT. Este tratamento foi composto pela injecdo de 50 pL de solugdo aquosa de azul de
metileno, na concentracdo de 150 puM, na regido subplantar da pata afetada. O grupo
controle recebeu o mesmo volume de PBS. Depois de 30 min da injecdo do
fotossensibilizador, os animais foram irradiados com laser diodo (Photon Lase I1I, DMC,
Sao Carlos, Brasil), com comprimento de onda A=660 nm, 100 mW de poténcia e os
parametros de irradiacdo foram: energia de 54 J, 9 min de irradiagdo, fluéncia de 180 J/cm?
e intensidade de 333 mW/cm?.

Os 10 animais foram levados a camera de CO, para eutandsia e amostras do
tecido da pata foram colhidos assepticamente, pesados, macerados em 1 mL de PBS e
entdo diluidos serialmente nas diluigdes 10” a 10™ vezes a concentragio inicial. Aliquotas
de 10 pL de cada diluigdo foram estriadas em triplicata sobre placas de Petri com agar

Saboraud acrescido cloranfenicol e incubadas por 48h a 30°C°".
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As coldonias foram contadas, convertidas em UFC/g e levadas a andlise

estatistica com teste-t Student (p<0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EFEITOS DOS PARAMETROS DE IRRADIACAO NA FOTO-
INATIVACAO DE LEVEDURAS

As leveduras cresceram em agar Sabouraud e as caracteristicas morfologicas
das colonias foram observadas. C. neoformans apresentou colonias brancas com bordas
regulares e aspecto mucoso (FIGURA 2A). As colbonias de C. albicans (FIGURA 2B)
mostraram aspecto leitoso brilhante e crescimento homogéneo sob a superficie do agar. As

colonias de C. krusei (FIGURA 2C) apresentaram coloragdo branca fosco, e com sua

superficie mais rugosa que as demais espécies.

FIGURA 2 — As imagens ilustram os microrganismos utilizados (A e¢ D) C.
neoformans, (B e E) C. albicans e (C e F) C. krusei. Nas figuras superiores (A, B e C),
sdo mostradas placas de Petri com os microrganismos com suas caracteristicas de
morfologia macroscopica. Nas figuras D, E e F, sio mostradas imagens da microscopia
Optica para cada uma das trés espécies de leveduras utilizadas no experimento. Em (D)
observamos a cépsula de C. neoformans identificada pela seta e a figura encontra-se
sob aumento original de 1000 vezes. Em (E) podemos observar células de C. albicans
observadas ao microscopio Optico sem coloracdo e em (F) podemos observar C. krusei

As células de cada microrganismo foram colhidas e depositadas sobre uma
lamina de microscopio, cobertas com laminula e entdo, levadas para observagdo de suas
caracteristicas micro morfologicas em microscopio Optico e verificagdo da pureza das

amostras. C. neoformans (FIGURA 2D) recebeu a coloracdo negativa com tinta nanquim
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para evidenciacdo da capsula externa, enquanto C. albicans e C. krusei ndo receberam
qualquer tipo de coloracao.

Nem a irradiagdo com o laser, nem o corante ndo irradiado na presenca da
suspensao de leveduras (TABELA 7 e TABELA 8) mostrou qualquer efeito deletério ao
crescimento das diferentes espécies, bem como nas fases de crescimento exponencial
(logaritmica) e na fase estacionaria de C. albicans. Estes resultados estdo de acordo com

relatos descritos na literatura*® *°- 46323673,

TABELA 7 — Médias = DP encontrados nos grupos controle, irradiados com laser e
expostos a0 AM na concentracdo de 100uM. Nao foram observadas diferencas
estatisticas entre os grupos

UFC/mL logo
Microrganismos - Incubagdo L-PS- L+PS- L-PS+
C. neoformans (48h) 6,78+0,20 6,77+0,01 6,60+0,26
C. albicans (24h) 6,41+£0,22 6,25+0,22 6,28+0,02
C. krusei (24h) 5,80+0,05 5,64+0,07 5,81+0,11

TABELA 8 — Resultado expresso em UFC/mL log;o das médias + desvio padrao (DP)
encontrados nos grupos controle e irradiados com laser. Nao foram observadas
diferencas estatisticas entre os grupos

C. albicans - Incubagao L-PS- L+PS- L-PS+
Fase Logaritmica (12h) 6,41+0,06 6,20+0,13 6,22+0,09
Fase Estacionaria (24h) 6,00+0,04 5,92+0,08 5,98+0,03

De uma forma geral, as células submetidas a PDT mostraram que a intensidade
de 100 mW/cm® apresentou inativagdo moderada sobre as leveduras e os efeitos foram
proporcionais ao tempo de irradiacdo. Apds uma irradiacdo de 9 min foi alcangada uma
redugdo de 3 logs de C. albicans em fase de crescimento exponencial e 2 logs na fase
estacionaria. Além disso, estes efeitos letais aumentaram com o aumento da intensidade.

A intensidade de 200 mW/cm? mostrou uma inativagdo um pouco maior na
fase de crescimento exponencial ap6s 3 min de irradiagdo. Neste mesmo tempo (3 min) sob
intensidade de 300 mW/cm?, j& foi possivel observar uma reducdo de 2 logs de C. albicans

em fase de crescimento e 1 log em fase estacionaria. Decorridos 6 min sob irradiacdo de
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200 e 300 mW/cm?, encontrou-se uma inativagdo de 6 logs para ambas as fases de

crescimento (FIGURA 3).

Fragdo de Sobrevivéncia

Fracdo de Sobrevivéncia

FIGURA 3 - No grafico sao representadas as médias + DP das fra¢des de sobrevivéncia
encontradas para C. albicans, em fase de crescimento exponencial, e estacionaria,
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submetidas a irradiagdo em trés diferentes intensidades

Comparando-se diferentes espécies de leveduras, a mesma tendéncia de

comportamento pode ser observada no que diz respeito ao papel da intensidade. Quanto

maior a intensidade de irradiacdo, mais rapidamente ocorreu a inativac¢ao das leveduras. No

entanto, as células de C. neoformans mostraram-se mais resistentes a inativacdo quando
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comparadas as espécies C. albicans e C. krusei (compare a irradiagdo por 6 min em 300
mW/cm? nas FIGURA 4, FIGURA 5 e FIGURA 6).
Apds 9 min de irradiacdo, C. neoformans reduziu pouco mais de 1 log sob 100

mW/cm?, contra mais de 6 logs sob 300 mW/cm? (FIGURA 4).
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FIGURA 4 — Efeito do tempo de exposicdo na fracdo de sobrevivéncia de C.
neoformans nas intensidades de 100 e 300 mW/cm?. As barras de erro representam o
desvio padrao

Por outro lado, as espécies C. albicans e C. krusei apresentaram
comportamentos similares na resposta a PDT, diferindo em um leve aumento da
susceptibilidade (3 logs) de C. albicans apds 9 min. de irradiacdo a 100 mW/cm?, contra
1,5 logs de C. krusei. Além disso, sob 300 mW/cm? em 3 min, C. albicans apresentou 2
logs de redugdo contra apenas 1 log para C. krusei (FIGURA 5 e FIGURA 6).

Estas diferencas podem ser explicadas devido a caracteristica da C. krusei
conseguir bombear moléculas toxicas para fora da célula, utilizando bombas ativas de
efluxo™’, conhecidas como bombas transportadoras ABC. Isto pode ser visto em relagio a
familia de antifingicos azoles, que sdo ineficientes contra esta espécie devido ao seu pouco

, . 4
acimulo no citoplasma de C. krusei".
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FIGURA 5 — Efeito do tempo de exposi¢do na fracdo de sobrevivéncia de C. albicans
nas intensidades de 100 e 300 mW/cm?. As barras de erro representam o desvio padrao
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FIGURA 6 — Efeito do tempo de exposi¢do na fragao de sobrevivéncia de C. krusei nas
intensidades de 100 e 300 mW/cm?. As barras de erro representam o desvio padrao

Os trabalhos de PDT antimicrobiana tém mostrado avangos no estudo dos
caminhos fotoquimicos e nas descobertas bioquimicas de morte celular. Entretanto, as
circunstancias e os parametros fisicos de irradiacdo ndo sdo suficientemente reportados. A
fluéncia ¢ usada como o principal parametro para a comparagdo de grupos em trabalhos na
literatura de PDT*> > 7, Isto ¢é baseado na lei de reciprocidade, que em PDT ¢ aceito como
verdade™. Este principio diz que, os efeitos biologicos decorrentes da irradiagio dependem

da fluéncia, independentemente do tempo (consequentemente da intensidade) sob o qual
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esta fluéncia foi entregue ao sistema bioldgico. A conseqiiéncia de seguir a lei da
reciprocidade € uma super estimagdo da importancia da fluéncia, o que coloca em risco, a
correta interpretacdo dos resultados em PDT.

Na comparagdo dos efeitos de inativacdo microbiana na fluéncia de 54 J/cm?,
resultante de dois parametros distintos de irradiacdo (9 min; 100 mW/cm?) e (3 min.; 300
mW/cm?), foi possivel observar que, mesmo sob uma intensidade menor, o tempo de
irradiagdo influenciou de forma significante os resultados de morte microbiana.

O parametro de irradiagdo (54 J/cm?; 9 min; 100 mW/cm?) foi mais letal aos
microrganismos, quando comparado a um tempo menor com intensidade maior (54 J/cm?;
3 min; 300 mW/cm?). Este comportamento foi similar para as diferentes fases de
crescimento de C. albicans (FIGURA 7), bem como para todos os microrganismos
utilizados neste experimento (FIGURA 8). Este resultado demonstra que o tempo de

irradiacdo deve ser levado em consideracdo na analise dos resultados de PDT.
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FIGURA 7 — Efeito da fluéncia de 54 J/cm? entregue sob intensidades de 100 mW/cm?
(9 min) e 300 mW/cm? (3 min) na fracao de sobrevivéncia de C. albicans em diferentes
fases de crescimento. As barras de erro representam o desvio padrao
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FIGURA 8 - Efeito da fluéncia de 54 J/cm? entregue sob intensidades de 100 mW/cm?
(9 min) e 300 mW/cm? (3 min) na fracdo de sobrevivéncia de C. neoformans, C.
albicans, e C. krusei. As barras de erro representam o desvio padrao

A produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) ¢é reportada como o

2, 32, 37, 40, 43, 46, 55 . ~
32,37, 40,43, 496.55 'No entanto, a velocidade de formagio

principal fator citotoxico em PDT
de ERO pode ser afetada pelos pardmetros de irradiacdo, o que pode resultar em diferencas
nas quantidades de morte celular. As respostas na formacdo de ERO foram quantificas e
mostrou-se que elas dependem também da intensidade e do tempo de irradiacdo (FIGURA
9). A absorbancia do RNO em 440 nm diminuiu sob as duas intensidades testadas, e
tempos de exposicao mais longos produziram maior formag¢ao de ERO (FIGURA 9A). Por
outro lado, as mesmas fluéncias (FIGURA 9B) determinaram quantidades diferentes de
ERO nos diferentes regimes de irradiagdo, tendo a menor intensidade (maior tempo de
irradiacdo) uma maior producdo essas espécies toxicas aos microrganismos. Estes
resultados convergem aos encontrados na inativacdo de leveduras, e explicam os
comportamentos das células frente a PDT.

A irradiacdo com 300 mW/cm? pode gerar menos ERO, quando comparadas a
100 mW/cm? para as mesmas fluéncias, porém, a velocidade de sua formacdo parece estar
fortemente relacionada aos niveis de morte celular observadas anteriormente. Devem-se
encorajar mais estudos dentro destes novos achados para demonstrarem o papel da

intensidade e do tempo de irradiacdo nos mecanismos de acdo da PDT antimicrobiana.
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FIGURA 9 — Efeito do tempo de irradiacdo (A) e da fluéncia (B) na formagdo de espécies
reativas de oxigénio medida pela degradagdo do RNO (A=440 nm). Os pontos no grafico
representam a média de trés diferentes experimentos e as barras representam o desvio
padrao

A temperatura medida na suspensdo de leveduras mostrou que na auséncia do
fotossensibilizador ndo houve aumento. Na amostra corada com 100 puM de azul de
metileno, uma alteragdo de AT=3°C foi observada (FIGURA 10). Como ¢ bem
estabelecida na literatura, uma temperatura de 28°C ¢ incapaz de causar injurias térmicas

as leveduras.
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FIGURA 10 — Efeito da irradiag¢do laser (300 mW/cm? por 9 min) sobre a temperatura
da suspensdo de leveduras corada ou nao com AM na concentra¢ao de 100uM
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4.2 EFEITOS DA CONCENTRACAO DE AM NA REDUCAO MICROBIANA

Os efeitos da PDT foram testados na foto-inativagao de C. albicans em relagao
as concentracdes de AM utilizando-se parametros sub-letais de irradiagdo (300mW/cm?;
3min; 54J/cm?). As amostras microbianas foram preparadas e expostas ao
fotossensibilizador nas contragcdes de 50 a 1000 pM por 10 min antes da irradiagdo

(FIGURA 11).

i f B i
,. ., i
FIGURA 11 — Placa de micro-titulagdo com suspensao de C. albicans coradas com AM
(da esquerda para direita) nas concentracdes de 50, 100, 250, 500, 750 e 1000uM

v )

Nao foi observada toxicidade sobre as amostras de C. albicans em nenhuma
das concentracdes testadas neste experimento, com o tempo de contato de 10 min com o
AM. Por outro lado, a PDT apresentou seu maior efeito nas concentragdes de 50 e 100 pM,
que apresentaram uma redu¢do de aproximadamente 1,5 logs. Nas concentragdes de 250,
500 e 750 uM, uma pequena ac¢do fotodindmica pode ser observada, porém com resultados
inferiores a 0,5 log. Finalmente, a concentragdo de 1000 uM ndo apresentou qualquer
diferenca (p>0,05) em comparagdo com o grupo ndo irradiado (FIGURA 12).

No intuito de explicar a diminui¢do da inativagdo microbiana com aumento da
concentragdo do fotossensibilizador, amostras de C. albicans coradas com AM foram
examinadas em espectrofotdmetro de absor¢do Optica e os resultados foram comparados

aos achados de inativagao destas leveduras.
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FIGURA 12 — Médias e desvio padrdo da contagem de C. albicans submetidas a
concentragdes progressivas de AM. O tempo de contato das células com o
fotossensibilizador foi de 10 min e os grupos PDT foram irradiados com laser

(300mW/cm?; 3min; 54J/cm?)

O azul de metileno apresentou um processo de dimerizagdo proporcional ao
aumento de sua concentragdo. Foram observadas bandas de absorcdo na regido do
ultravioleta, e duas principais bandas de absor¢ao na regido do visivel. A primeira relativa
ao dimero (D), centrada em A=608nm, e a segunda banda tem sua absor¢do maxima em
A=664nm e ¢ caracteristica do mondmero (M) de azul de metileno. Estes resultados sdo
semelhantes aos encontrados por Usacheva ef al.”’. Com o aumento da concentragdo de
AM na suspensdo de C. albicans, todas as bandas de absor¢do aumentaram, porém, nao de
forma proporcional. A relacdo de mondmeros por dimeros (M/D) foi alterada com o
aumento da concentragdao (FIGURA 13).

Foi possivel observar um ruido na leitura do pico de absor¢do do dimero na
concentragdo de 750 uM, porém, ainda foi possivel realizar as medidas de relag@o entre os
dois picos no visivel. Na concentracdo de 1000 uM ndo foi possivel obter dados precisos
devido a quantidade excessiva de absor¢do, que superou os limites técnicos do

equipamento utilizado.



46

— 1000uM
750uM
500uM

— 250uM

100uM

50uM

Absorbéncia (u.a.)

300 400 500 600 700
Comprimento de Onda (nm)

FIGURA 13 — Espectroscopia de absorc¢ao optica de suspensao de C. albicans em PBS
corada com AM em diversas concentragdes. Suspensdo desta levedura em PBS foi
utilizada como linha base de referéncia

Os dados de morte microbiana apdés PDT (FIGURA 12) foram recalculados em
termos de porcentagem de reducdo microbiana em cada concentragdo de AM e comparados
a relacdo M/D. Os resultados obtidos mostraram que uma relagdo proxima de 1, ou seja,
valor de absor¢do de dimero proximo ao valor do mondémero, levaram a uma maior morte
microbiana. Isso indica que mesmo com uma quantidade maior de moléculas presentes na
suspensdo, a inativagdo de C. albicans ndao ocorreu de forma eficiente nas maiores

concentragdes (FIGURA 14).
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FIGURA 14 — Porcentagem de redu¢do microbiana relacionada a razdo M/D para as
concentragdes de 50, 100, 250, 500, 750uM de AM
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4.3 TRANSPORTE DE AZUL DE METILENO NA MEMBRANA DE C. albicans

Os resultados indicam que foram utilizados parametros sub-letais para todas as
condigdes experimentais ¢ ndo foi observada toxicidade a nenhum dos compostos
utilizados durante os tempos de exposi¢do deste estudo.

As células coradas apenas com azul de metileno apresentaram 1,5 logs de
inativagdo apds o tempo total de irradiacdo. Quando estas foram previamente expostas ao
Verapamil, observaram-se trés ordens de grandeza na reducdo microbiana. Este dado
sugere que o verapamil impediu a saida do FS do citoplasma microbiano, aumentando
assim o potencial de toxicidade da PDT. Ao contrario, o INF,7, alcangou uma inativagdo
de apenas 0,5 ordem de grandeza. Este composto promoveu uma prote¢do contra os efeitos
fotodindmicos e parece ter impedido a entrada do FS no interior das células. Quando
utilizado o composto verapamil, seguido de INF,7; e, em seguida AM, os resultados foram
similares aos observados somente com AM, porém, o comportamento da curva € similar ao
observado para INF,7; e AM. Estes dados sugerem que a entrada do FS na célula ocorre
pela bomba inibida pelo INF,7;. Utilizando-se de uma alteragcdo na ordem de colocacao dos
compostos no inéculo (Verapamil-AM-INF,7;), os resultados mostraram uma tendéncia
similar ao comportamento observado no grupo verapamil e AM. Nota-se que as bombas
inibidas pelo verapamil participam de maneira ativa na agao protetora celular contra o azul

de metileno (FIGURA 15).
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FIGURA 15 - Média e erro padrdo para trés diferentes dias de experimento
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As imagens de fluorescéncia identificaram os dois corantes (AM e rodamina
1,2,3) no interior das células. De uma forma geral, foi possivel notar que as coloragdes
apresentaram uma grande porcentagem de sobreposi¢cdo, o que indica um actimulo em
sitios similares. A rodamina possui a caracteristica de se ligar & mitocondria das células’*, a
sobreposi¢do de imagens mostra que o fotossensibilizador também se liga a esta organela

(FIGURA 16).

A - Azul de metileno B - AM + Vcrapamil #

D — AM + Verapamil + INT'

“3.00 pm

FIGURA 16 — Imagens de sobreposi¢cao de fluorescéncia em C. albicans coradas com
azul de metileno (canal vermelho), rodamina 1,2,3 (canal verde) e expostas ou ndo aos
inibidores de transporte por membrana. A barra representa 8 um

Visto que foram observadas diferengas de inativacdo e de acimulo de
fotossensibilizador pelo bloqueio seletivo das bombas de transporte ativo e passivo,
decidiu-se por desenhar um novo experimento. Foram utilizadas cepas de C. albicans
modificadas geneticamente para exacerbar a expressdao das bombas ABC transportadoras,

bem como das facilitadoras de transporte passivo.
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C. albicans YEM12 apresentou uma reducdo de aproximadamente trés ordens
de grandeza ap6s irradiacao (60J/cm?, 165mW/cm?, 6 min), enquanto sua parente YEM13
(super produtora de bombas de transporte facilitado) mostrou uma redugdo de pouco mais
que uma ordem de grandeza. Até quatro minutos de irradiagcdo, as duas cepas desses
microrganismos mostraram um comportamento praticamente igual frente a PDT. Os
resultados indicam que as bombas de transporte facilitado desempenham um papel

pequeno na interagdo com o fotossensibilizador (FIGURA 17).
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FIGURA 17 — Valores de média e erro padrao para os comportamentos de inativacao
microbiana com PDT sobre C. albicans. A cepa YEMI13 apresenta caracteristicas de
grande quantidade de bombas de transporte facilitado; enquanto sua parenta YEM12 ¢
uma cepa colhida de pacientes com candidiase

Utilizando-se dos mesmos parametros de irradiacdo, C. albicans YEM14
apresentou grande susceptibilidade a inativagdo por PDT e ao final de 60J/cm? mostrou
aproximadamente cinco ordens de grandeza na reducdo microbiana. Contrariamente,
YEMI15, com sua expressdo acentuada de bombas ABC transportadora, apresentou apenas
uma ordem de grandeza apos o mesmo periodo de irradiacdo (FIGURA 18). As bombas de
transporte ativo parecem proteger esta cepa contra os efeitos da PDT, diminuindo assim a

quantidade de morte celular.
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FIGURA 18 - Valores de média e erro padrdo para os comportamentos de inativagao
microbiana com PDT sobre C. albicans. A cepa YEM15 apresenta a caracteristica de
possuir grande quantidade da bomba ABC transportadora; enquanto sua parenta
YEM14 ¢ uma cepa colhida de pacientes com candidiase

Microscopia confocal foi utilizada para avaliar a presenca do
fotossensibilizador no interior das células de C. albicans nas cepas YEM12, YEMI3,
YEM14 e YEM15, com corantes AM e rodamina 1,2,3, a exemplo do experimento similar
com a cepa DAY.

Foi observada a presenca de intensa fluorescéncia proveniente das cepas
YEMI12 e YEM13, relativa a presenca do fotossensibilizador no interior celular. Apesar de
sutil, podemos notar que a cepa YEM12 apresentou uma tonalidade mais avermelhada que
sua parenta YEM13, o que indica maior presenga de AM no citoplasma deste fungo
(FIGURA 19).

A cepa YEM14 apresentou também uma coloracdo avermelhada, por sua vez
indicativa da presenga de AM. No entanto, sua relativa YEM15 apresentou-se sem cor, o
que indica que o fotossensibilizador ndo se acumulou em seu interior. Podemos observar

também que a cor verde (R123) ndo apareceu.
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YEM 12

YEM 15

FIGURA 19 — Imagens de sobreposi¢ao de fluorescéncia em C. albicans coradas com
azul de metileno (canal vermelho), rodamina 1,2,3 (canal verde). A barra representa
Sum

Levando-se em consideracdo a pouca precisao da simples observagdo de cores

nas figuras provenientes da microscopia confocal, uma andlise computadorizada foi

proposta para diferenciar e quantificar os pixeis vermelhos das imagens (FIGURA 20).
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FIGURA 20 — Médias +DP do nimero de pixeis vermelhos por célula nas imagens de
microscopia confocal. A) C. albicans DAY e inibidores de transporte de membrana
seguidos de AM; B) YEM12, YEM13, YEM14 e YEMI15 apenas corados com AM



52

O inibidor da bomba de difusdo facilitada INF diminuiu a incorpora¢cdo de AM
pela célula, quando comparado a este FS sem inibidores. Este fato sugere que esta bomba
estd diretamente relacionada a entrada de FS. Estes dados corroboram com aqueles
mostrados anteriormente na FIGURA 15, onde as células fingicas em contato com o
inibidor de transporte facilitado em membrana foram protegidas da acdo fotodinamica.

Por outro lado, o inibidor da bomba de transporte ativo ABC aumentou a
concentragdo de FS em C. albicans. Isto indica que esta bomba ¢ responsavel pela remogao
de moléculas do azul de metileno do interior da célula. O papel das bombas na captagdo do
FS pdde ser mais bem compreendido pelos resultados obtidos com as cepas modificadas
geneticamente. A diminuicdo de incorporagdo de FS pela cepa com super expressdo para
bomba de difusdo (YEM13) sugere que esta via serve ndo apenas para a entrada, mas
também saida do FS, de acordo com a difereng¢a de concentracao desta molécula no meio
interno e externo a célula. Estes dados justificam a menor morte celular da cepa com super
expressdo da bomba de difusdo passiva.

Com relacdo as cepas YEMI14 e YEMI1S5 observou-se que as bombas de
transporte ativo promovem a remoc¢ao de grande quantidade de FS da célula e estes dados

corroboram com o comportamento de morte celular.

44  PDT EM C. neoformans COM FS DIFERENTES

Os resultados indicam diferencas no acumulo de fotossensibilizadores nas
diferentes cepas de C. neoformans. Foi possivel observar que este acumulo foi irregular, e
que o comportamento de morte ocorreu em todos os casos testados também de forma
irregular. De uma maneira geral, esperava-se que uma maior quantidade de
fotossensibilizador no citoplasma fingico, levaria a uma maior morte celular. Esta
correlagdo direta, no entanto, ndo foi estabelecida por nossos resultados. Nesta sessdo,
vamos apresentar primeiramente os resultados de incorporacdo de FS, inativagdo dos
microrganismos e microscopia confocal. Estes resultados estdo divididos de forma a
compararmos inicialmente as diferengas entre as cepas de C. neoformans, e as segdes serao
divididas conforme o fotossensibilizador utilizado. Posto isso, partiremos para as
observagoes de padrdes de inativagdo celular correlacionado com as caracteristicas
intrinsecas do metabolismo dessas cepas, bem como da acdo de cada fotossensibilizador.

Imagens complementares de microscopia confocal sdo apresentadas no ANEXO D.
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Azul de Metileno

A cepa KN99a apresentou maior acumulo de AM, com 8,78+0,10 moléculas
por célula (logp), enquanto as cepas CAP59, 208819 e 208820 ndo apresentaram
diferencgas estatisticamente significantes entre si, com 8,55+0,07, 8,59+0,07 e 8,42+0,01
moléculas por célula (logj), respectivamente. Curiosamente, esta diferenga na retengdo de
AM ndo refletiu diretamente na susceptibilidade a fotoinativacdo. As cepas KN99a e
208820 foram mais resistentes do que as cepas CAP59 e 208819; observe o grafico de
fotoinativacdo com AM na FIGURA 21.
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FIGURA 21- Resultados de incorporagdo de FS e PDT para cepas de C. neoformans
fotossensibilizados com azul de metileno.

As moléculas de azul de metileno penetraram no citoplasma fingico nas quatro
cepas estudadas neste ensaio. Foi observado um acimulo relativamente pequeno na
membrana celular e no nucleo de C. neoformans. Por outro lado, o sitio preferencial de
ligacdo intracelular de AM foi a mitocondria, porém, este fotossensibilizador ndo ficou
restrito a esta organela e imagem de fluorescéncia vermelha pode ser observada de forma
difusa no citoplasma fiingico. As cepas que foram mais susceptiveis a PDT com AM
(CAP59 e 208819) apresentaram qualitativamente uma maior dispersio de AM no
citoplasma. Em KN99a e 208820, foi possivel observar um acimulo pouco homogéneo do
sinal de fluorescéncia vermelho, e quando observamos as imagens de transmissdo nestas
cepas, podemos notar que o FS ndo entrou em todas as células vistas no campo (FIGURA

22).
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FIGURA 22 — Imagem de microscopia confocal nas cepas de C. neoformans coradas
com azul de metileno

Rosa Bengala

Com a utilizacdo de RB, as cepas KN99a, CAP59 e 208819 ndo apresentaram
diferencas estatisticas na quantidade de FS acumulada no citoplasma. Por outro lado, C.
neoformans 208820 apresentou o menor acumulo deste fotossensibilizador, e a menor
susceptibilidade nos testes de fotoinativagdo. A cepa CAP59 apresentou-se como a mais
susceptivel, com grande diferengca no perfil de morte quando comparada as outras trés
cepas. As causas € os mecanismos envolvidos na entrada e acimulo do FS ainda ndo foram
totalmente explicados, porém esta cepa de C. neoformans nao possui capsula. Isso pode

sugerir que o efeito fotodindmico com RB ocorre de forma mais acentuada na auséncia da

capsula.
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FIGURA 23 - Resultados de incorporagdo de FS e PDT para cepas de C. neoformans
fotossensibilizados com Rosa Bengala

Em geral, rosa bengala apresentou uma capacidade pequena de fotoinativacao,
porém sua entrada na célula foi eficiente. Proporcionou grande acimulo em mitocondria e

outros sitios no citoplasma e, pouca retencdo no nicleo e membranas. Devemos lembrar
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que para RB, o canal verde representa a fluorescéncia do FS e, canal vermelho esta

marcado com uma sonda de acumulo em mitocondria (FIGURA 24).

KN99a f 208819 4

FIGURA 24 — Imagem de microscopia confocal nas cepas de C. neoformans coradas
com rosa bengala

EtNBSe

O fotossensibilizador EtNBSe ndo se mostrou limitado pela presenca da
capsula de C. neoformans, e foi possivel observar que tanto a cepa 208820 quanto a
CAP59 obtiveram o mesmo perfil de inativagdo celular frente a irradiacdo. Por outro lado,
a cepa 208819 (ndo producdo de melanina) mostrou-se mais susceptivel a acdo deste
fotossensibilizador, e contrariamente, a cepa KN99a foi a mais resistente. Se compararmos
os dados de morte aos de incorporacdo de FS, poderemos notar que KN99a. incorporou a

menor quantidade de fotossensibilizador.
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FIGURA 25 — Resultados de incorporacao de FS e PDT para cepas de C. neoformans
fotossensibilizados com EtNBSe
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O FS EtNBSe foi bem incorporado por todas as cepas de C. neoformans,
porém este fotossensibilizador ndo parece acumular-se no interior nuclear. Observe na
FIGURA 26 que a regido correspondente ao nucleo se apresenta sem sinal de
fluorescéncia. Por outro lado, o citoplasma aparece totalmente corado, com algumas
regides, geralmente na periferia externa ao nucleo, com aciimulo de EtNBSe (indicag¢des
das setas). Em geral, o acumulo inespecifico e disseminado de EtNBSe pode estar

relacionado diretamente com sua alta capacidade de inativar células fingicas.

J0RR19

T em

FIGURA 26 - Imagem de microscopia confocal nas cepas de C. neoformans coradas
com EtNBSe

pL-ce6

O conjugado ce6 mostrou grande acimulo nas cepas KN99a e CAP59, porém
as cepas 208819 e 208820 apresentaram uma menor captacao de FS. Mais uma vez, estas
diferencas ndo refletiram no perfil de inativagdo microbiana, onde CAP59 e 208819

mostraram maior morte quando comparadas a KN99a e 208820 (FIGURA 27).
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FIGURA 27 — Resultados de incorporagdo de FS e PDT para cepas de C. neoformans
fotossensibilizados com pL-ce6
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O fotossensibilizador pL-ce6 apresentou grande acumulo nas regides
periféricas das cepas KN99a e 208820, e foi possivel observar também fluorescéncia
vermelha proveniente do interior celular. Nas cepas CAP59 e 208819, verificou-se uma
maior entrada deste FS nas células, o que pode estar relacionado com a quantidade de

inativacdo fingica observada nestas duas cepas (FIGURA 28).

208819 208820
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FIGURA 28 - Imagem de microscopia confocal nas cepas de C. neoformans coradas
com pL-ce6

4.4.1 PAPEL DA CAPSULA NO EFEITO FOTODINAMICO

O alargamento da capsula reduz a susceptibilidade de danos por ERO ao
microrganismo, e esse aumento na capsula ocorre normalmente logo apds a infeccdo e
incorporacdo de C. meoformans por macréfagos. Ao contrario, mutantes sem capsula
apresentam alta susceptibilidade aos radicais livres. Outro fato interessante ¢ que o
alargamento da capsula confere ao microrganismo uma maior resisténcia a anfotericina B,
no entanto, o perfil de inativagdo frente aos azoles se mantém inalterado. E importante
ressaltar que o aumento da cépsula também reduz o indice de fagocitose por predadores
ambientais’”.

Em nossos resultados, C. neoformans KN99a apresentou foto-inativacao
inferior & cepa CAP59 (ndo produtora de capsula). Esta habilidade de resisténcia as
espécies reativas de oxigénio geradas por PDT pode estar diretamente relacionada a
capacidade deste microrganismo em produzir capsula. Para todos os fotossensibilizadores
testados, a cepa CAP59 foi mais suscetivel a fotoinativagdo quando comparada a KN99a,
destacando-se o FS rosa bengala, no qual a inativagdo da cepa sem capsula foi maior do
que todas as outras cepas. Devemos também observar que esta metodologia ndo avaliou o

alargamento da capsula. As células fingicas ndo foram induzidas a produzir esta estrutura,



58

no entanto, foi comparada a capacidade de produzir cdpsula com a inabilidade desta

producao.

45 OBSERVACOES MORFOLOGICAS E FISIOLOGICAS

4.5.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

O exame das células do grupo controle ao microscopio eletronico de varredura
demonstrou formas tipicamente globulares. Além disso, algumas delas perderam sua
integridade devido aos processos de preparagdo das amostras (desidratagdo) e pela
formagdo de vacuo no interior da cdmera do microscépio. Por outro lado, as células de C.
neoformans colhidas do grupo PDT apresentaram alteracdes estruturais e morfologicas
importantes quando comparadas ao grupo controle. Observou-se que as células fingicas

murcharam e suas cépsulas apresentam um aspecto rugoso.

! & - |  AccV SpotMagn | Det Wb ——"—— &pm
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FIGURA 29 — Microscopia eletronica de varredura de C. neoformans ATCC 90112 sdo
apresentadas na figura (A) sem tratamento e (B) apoés PDT. As células fungicas sdo
representativas daquelas observadas em cada condicdo. As barras representam Spm

As alteragdes morfologicas em C. neoformans imediatamente apos o
tratamento fotodindmico ndo sugerem um rompimento ou lise da membrana. Na verdade,
estas alteragcdes sugerem um mecanismo tipo apoptose de morte celular. Apoptose por PDT

mediada por azul de metileno foi descrita previamente por Ball ez al.”®.
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45.2 APOPTOSE

Os resultados dos padrdes de morte celular para C. neoformans KN99a podem
ser observados na FIGURA 30. Apd6s 10J/cm? (4min) de irradiacdo, foi observada uma
reducdo de 1,5 logs. Este nivel de inativagdo ndo sofreu grandes alteragdes até 30J/cm?,
com reducdo de 2,2 logs. Entre 30 e 40J/cm?, foi observado um aumento acentuado do

efeito fotodindmico e a redugdo total chegou a 6 logs (FIGURA 30).
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FIGURA 30 - No grafico sdo representadas, as médias e desvio padrao das fracdes de

sobrevivéncia encontradas para C. neoformans KN99a corados com 10uM PL-ce6,
submetidas a PDT

As fluéncias de 0, 10 e 40J/cm® foram selecionadas para analise do padrdo de
comportamento celular frente a apoptose. As células sem irradiagdo ndo apresentaram sinal

de fluorescéncia indicativo de dano celular (FIGURA 31).
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FIGURA 31 — Grupos controle sdo mostrados na figura e podemos observar 0 mesmo
campo da lamina em trés diferentes canais do microscopio (1) transmissdo; (2) verde
FITC 525/50nm; (3) IP vermelho 600/30nm. (A) representa o grupo que ndo recebeu
qualquer tratamento com corantes; (B) as células foram coradas com FITC+IP; e (C)
recebeu FITC, IP e pL-ce6

Ap6s a PDT, imagens de fluorescéncia comecaram a aparecer. Com a fluéncia
de 10J/cm® foi observada grande quantidade de fluorescéncia verde proveniente da ligagio
do FITC as fosfatidilserinas da membrana plasmatica exposta ao ambiente extracelular. Na
fluéncia de 40J/cm’ foi observada uma grande quantidade de células coradas internamente
em vermelho por IP (FIGURA 32).

Sinais de apoptose podem ser produzidos por um desequilibrio intracelular de
ERO, que disparam um mecanismo de autofagocitose de organelas e culminam na
destrui¢do celular por uma ou mais vias de morte celular programada. A mitocondria esta
particularmente envolvida no inicio destes danos. A reducdo incompleta do oxigénio
durante o processo de fosforilagdo oxidativa pode causar danos, incluindo oxidacdo de
lipideos e DNA. Injiria a membrana externa das mitocondrias levam a complicagdes na
cadeia de transporte de elétrons, e isto pode liberar moléculas de citocromo C no

. , . I At r1:..35,36
citoplasma fungico, que ird acelerar o processo de faléncia metabdlica™ ™.
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10J/cm?2

40J/cm?

FIGURA 32 - Grupos submetidos a2 PDT em fluéncias de 10 e 40 J/cm’. A cor verde na
imagem corresponde ao sinal de fluorescéncia de FITC ligado a fosfatidilserina e a
fluorescéncia em vermelho ¢ proveniente do iodeto de propidio ligado a cromatina

453 EFEITO DA MELANIZACAO DE C. neoformans NA ACAO
FOTODINAMICA

O fungo cultivado em meio rico em L-dopamina promoveu a formagdo de
melanina e, apos 10 dias de incubacdo, foi possivel observar claramente a presenca de
pigmentacao escura na cultura. Em acordo com relatos da literatura, o mesmo meio sem L-
dopamina ndo promoveu a formag¢do de melanina nas células (FIGURA 33), visto que a

~ . r 2
producio deste pigmento ocorre apenas na presencga de um substrato exogeno’”.
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FIGURA 33 — Tubos contendo meio minimo de crescimento para C. neoformans apds
10 dias de incubagdo, sem L-dopamina (esquerda) e com L-dopamina (direita)

Apesar da diferenga entre os fotossensibilizadores e os pardmetros de
irradiacdo, o comportamento de inativagao das células com e sem melanina foi similar para
os dois modelos testados (pL-ce 6 ¢ AM). A presenca de melanina promoveu uma

protecdo do C. neoformans contra os efeitos fotodinamicos (observe a FIGURA 34 A e B).
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FIGURA 34 — Média e desvio padrio do comportamento de inativacdo de C.
neoformans 208820 crescidos na presenca ou auséncia de L-dopamina

A habilidade em produzir melanina é considerada um importante fator de
viruléncia de C. neoformans, e diversas evidéncias sugerem que a melaniza¢ao ocorre no
tecido durante uma infec¢io’>. A contribuicdo deste pigmento a viruléncia do
microrganismo ¢ atribuida a fun¢do protetora exercida contra os mecanismos de defesa

imunologicos’’.
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Os resultados obtidos neste ensaio corroboram com estudos in vitro que

demonstraram que cepas produtoras de melanina sdo menos suscetiveis a morte por
;. . c A+ 78,79 ~ .

espécies reativas de oxigénio . Esta a¢do protetora observada na presen¢a do pigmento

se deve ao fato da melanina ser um eficiente neutralizador de radicais livres.

4.6 INATIVACAO DE C. neoformans IN VIVO

Apos trés dias da inoculagio, os camundongos que receberam 10° e 10° células
por pata ndo apresentaram sinais de edema ou manifestagdes cutdneas na pata inoculada.
Durante o acompanhamento posterior a injecdo de microrganismos, ndo foi observada
alteragdes clinicas. Por outro lado, o grupo que recebeu 10’ células apresentou edema
acentuado na pata afetada. Este edema se manteve por 7 dias apos a inoculacdo e teve

remissdo espontanea (FIGURA 35).

FIGURA 35 — Fotografia do edema na péta esquerda 3 dias apos a inoculagio de 10’
células. Todos os animais inoculados sob esta concentracdo apresentaram edema
semelhante.

Todos os animais tratados com PDT apresentaram uma menor recuperacao de
C. neoformans quando comparados ao grupo controle. O resultado principal deste
experimento foi que o tecido corado com AM e seguido de irradiacdo resultou em morte
estatisticamente significante de leveduras patogénicas (p<0,05). Esta inativacdo de C.

neoformans foi de aproximadamente uma ordem de grandeza (FIGURA 36).
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FIGURA 36 — Média =DP de UFC/g recuperada da pata de camundongos infectados
com C. neoformans (ATCC 90112).

O tratamento de infec¢des locais por PDT, sobretudo causadas por leveduras, ¢
pouco reportado na literatura. Uma diminui¢do dos sinais clinicos e histologicos foi
mostrada em estudos focados em induzir e tratar candidiase em camundongos®” *. Além
disto, uma menor recupera¢ao de microrganismos nos sitios testados, aproximadamente 1,5
ordens de grandeza, foi recentemente demonstrada®'.

Apesar da profunda diferenca entre os modelos de infec¢do fungica in vivo
presentes na literatura, e este apresentado aqui, existe uma confluéncia de resultados.

44, 47, 81

Similarmente, pouca a¢ao fotodindmica foi observada in vivo , quando comparamos

#6.36. 73 'E importante ressaltar que para o

aos resultados in vitro com pardmetros similares
tratamento de um processo infeccioso, ndo ¢ necessario atingir de forma letal todos os
microrganismos e devemos contar com as agdes defensivas do sistema imunoldgico do
organismo hospedeiro, porém, parametros eficientes de tratamento sdo extremamente
desejaveis, pois, facilitar-se-4 de forma substancial o processo terapéutico. Posto isso,
podemos sugerir que a PDT pode vir a ser futuramente uma alternativa para tratamento de
infecgdes fungicas, porém, protocolos eficientes de irradiagdo, conhecimento do
comportamento da luz em diversos tipos de tecidos, juntamente o maior conhecimento da

farmacocinética e farmacodinamica de fotossensibilizadores ainda sdo necessarios para

alcangar este objetivo.
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CONCLUSOES

Os efeitos dos pardmetros de irradiacio na fotoinativagdo microbiana
mostraram que a fluéncia ndo deve ser usada como pardmetro Unico para comparagdo de
resultados em terapia fotodinamica antimicrobiana;

Uma faixa 6tima de concentragdo de AM para PDT antifiingica situa-se entre
50 e 100uM, e a propor¢ao 1:1 de dimero/mondémero melhora os resultados de inativagdo
celular;

As bombas de transporte ativo em membrana de C. albicans contribuem com a
remoc¢do de AM do citoplasma fingico, por outro lado, os poros de difusdo facilitada
funcionam como portas de entrada de AM para o interior das células;

A inativagdo celular ndo depende unicamente da quantidade de
fotossensibilizador dentro das células,

Os sitios de ligagdo e as caracteristicas quimicas de cada FS devem ser
considerados no estudo da PDT;

Caracteristicas intrinsecas de cada cepa microbiana podem interferir
grandemente nos resultados de foto inativagao;

As células fingicas geralmente sdo inativadas por um mecanismo nao-litico de
membrana celular, e as células parecem morrer por um mecanismo parecido com apoptose;

A cépsula de C. neoformans e a formagao de melanina protegem as células de
C. neoformans contra os efeitos fotodinadmicos;

Infeccdo fingica induzida por C. neoformans em camundongo pode ser tratada
com PDT dentro de pardmetros conhecidos, e resultar em diminui¢cdo da recuperagdo de

leveduras no tecido infectado.
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ANEXO A — REVISAO DE LITERATURA

O campo das terapias antimicrobianas ¢ uma das mais desafiadoras areas da
ciéncia atual, particularmente pela rapida evolugdo dos microrganismos, bem como pela
sua diversidade e quantidade®’.

A técnica comegou a ser empregada com sistematica cientifica em 1900,
quando Oscar Raab apud ** descreveu a agdo do corante acridina sobre uma espécie de
Paramecia, demonstrando que este organismo unicelular pode morrer sob essas condigdes.
A primeira aplicagio na medicina ¢ atribuida a Trappeiner em 1903 apud **, que utilizou a
aplicacdo topica do corante eosina e exposicdo a luz para o tratamento de um cancer de
pele. Em 1913, Friedrich Meyer-Betz apud ** fez uma auto-injegdo de 200 mg do que ele
acreditava ser hematoporfirina pura e ndo sentiu nenhum efeito, porém ao se expor a luz
teve fotossensibilidade na pele por varios meses. Policard, em 1925, apud ** estudou
porfirinas para observar a produgdo de efeitos fototoxicos em tecidos, principalmente em
tumores malignos de ratos. A histéria da chamada primeira geracdo de drogas para a
terapia fotodinamica, a base de derivados hematoporfirinicos, comegou com Schwartz no
inicio da década de 50. Ele mostrou que nos experimentos de Meyer-Betz, o principio ativo
ndo era a hematoporfirina, pois esse composto ¢ facilmente eliminado do organismo. Na
realidade tratava-se de uma mistura de diversas substincias oligoméricas provenientes do
método original de sintese e isolamento da mesma. Schwartz enriqueceu a mistura de
oligdbmeros (chamou o preparado de hematoporfirina D) e Lipson, sob orientacdo de
Schwartz na década de 60, investigou o actmulo preferencial deles em tumores
implantados em camundongos e ratos e observou que a incidéncia de luz proporcionava
regressao da doenca. Como resultado desses estudos, no final da década de 60, Lipson
obteve sucesso no tratamento de uma mulher portadora de cancer de mama usando
hematoporfirina D e irradiando seletivamente o tumor, marcando assim, o inicio da terapia
fotodinamica como terapia clinica para cancer .

A partir da década de 70, varias preparagdes de derivados porfirinicos
comegaram a ser testadas para uso na terapia fotodinamica, culminando com o
desenvolvimento do Photofrin® Il (refinamento do hematoporfirina D). Posteriormente, no
fim da década de 80, através de purificacdes e otimiza¢des do preparado anterior, por

. . ~ . . . . 82
processos de liofilizacdo, culminou no desenvolvimento do medicamento Photofrin® *.
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A acdo fotossensibilizadora de corantes em sistemas bioldgicos ¢ comumente
designada “acdo fotodindmica” e exerce efeito letal ou dano grave as células expostas ao
corante e devidamente irradiadas por freqiiéncias do espectro eletromagnético. O fato de
bactérias, bem como outros sistemas celulares sofrerem dano devido a ag¢do fotodindmica
gerada pela irradiacdo do azul de metileno (AM) foi descrita no inicio do século XX, nos
estudos de Reitz (1907) apud Oginsky e colaboradores™.

A partir da década de 90 do século passado, houve um aumento consideravel
na busca de novas alternativas antimicrobianas, sobretudo para auxiliar no tratamento de
infeccdes localizadas. Conseqilientemente, observou-se um aumento nas publicacdes
cientificas nos trabalhos dedicados a PDT.

Wilson et al.** demonstraram bons resultados na redugio bacteriana utilizando
um laser associado aos fotossensibilizadores azul de toluidina (AT), AM, ftalocianina e
hematoporfirinas. Foram testadas bactérias do biofilme subgengival de pacientes com
periodontite cronica. Os autores concluiram que a combinagdo /aser corante alcangou uma
significante reducdo bacteriana, com média de redu¢do superior a 90%. Entretanto, esta
redu¢do ndo foi significante na presenga apenas do corante ou apenas do laser. Estes
achados sugeriram que um /aser associado ao corante apropriado pode ser efetivo no
combate aos microrganismos patogénicos™.

A terapia fotodindmica tem seu inicio quando a molécula do
fotossensibilizador absorve a luz que a irradia e sai do seu estado fundamental migrando
para um estado mais energético, porém, menos estavel chamado estado singleto. Devido a
grande instabilidade deste nivel de energia, a molécula tem um tempo de vida muito curto
e tende a voltar para um nivel de energia mais baixo ou mesmo para seu estado inicial.
Nesta transicdo, o excesso de energia pode ser transferido ao substrato por meio de
fluorescéncia, onde o fotossensibilizador emite energia em forma de fotons, ou por
conversdo interna, onde esta molécula pode passar a um nivel de energia intermedidrio.
Este nivel intermediario chamado estado tripleto, entre o estado fundamental e o estado
singleto, apresenta um tempo de vida um pouco mais longo. Este decaimento energético
pode excitar outros componentes do meio, interagindo bem com a molécula de oxigénio e
gerando rapidamente formas toxicas a célula, como perdxidos, radicais hidroxila, ions
superoxidos e oxigénio singleto, este tltimo sendo apontado como maior causador de dano

celular™®.
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Uma estreita relacdo entre absor¢do do corante e comprimento de onda
utilizado deve ser observada na utilizacao da terapia fotodindmica, pois a acdo fotoquimica
s6 ocorre quando uma série de parametros ¢é estabelecida. A presenca do
fotossensibilizador e da irradiacdo por fonte de luz apropriada geram o efeito iniciador da
terapia fotodindmica. A banda de absor¢do do fotossensibilizador deve ser ressonante com
a radiaciio emitida, absorvendo bem o comprimento de onda emitido®*.

A terapia fotodinamica foi utilizada em suspensdes da bactéria Helicobacter
pylorijuntamente com os fotossensibilizadores AT, AM, fitalocianina, derivados de
hematoporfirina e 4cido aminolevulinico (ALA). A fonte de luz utilizada variou o
comprimento de onda para cada fotossensibilizador, de forma a ser compativel com a
absor¢do. Para o AT, ALA e hematoporfirina foi utilizada emissdo em A=630 nm, para o
MB A=660 nm, e para a fitalocianina A=675 nm. Foi observada a fotossensibilizacao letal e
inibicdo do crescimento deste microorganismo. Em contrapartida, na auséncia dos
corantes, a irradiagdo laser nao se mostrou eficiente contra a bactéria estudada. A PDT com
AM apresentou uma grande atividade bactericida reduzindo em 99,9% a viabilidade dos
espécimes bacterianos, enquanto o AT apresentou 90% de reducdo destes
microorganismos. Os outros fotossensibilizadores foram ineficientes com os parametros
utilizados neste experimento™.

O Staphylococcus aureus pode ser eliminado in vivo pela PDT e foi observada
uma acdo antimicrobiana seletiva e sem desenvolvimento de resisténcia bacteriana a
técnica empregada®. A sensibilidade do S. auwreus também foi testada com terapia
fotodindmica na presenca do corante isotiocianato de verde malaquita, apresentando um
efeito bactericida potente frente esta modalidade de tratamento. O isotiocianato de verde
malaquita ¢ uma molécula com forma estrutural semelhante ao verde malaquita
convencional, porém com um grupo S=C=N no lugar de um N(CHs),. Isso leva a uma
ligacdo tanto com a parte protéica, como com a porc¢do lipidica da membrana celular
bacteriana®.

Associando o corante AT (1pg/mL) a um laser diodo com 100mW de poténcia
e comprimento de onda em 630 nm, sobre P. gingivalis, microorganismo encontrado em
quadros de doenga periodontal, que foram inoculados em molares superiores de ratos, os
autores ndo encontraram apos o tratamento espécimes viaveis do microorganismo em todas

as doses aplicadas, além de ser observado um decréscimo de perda Ossea nos grupos
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irradiados quando comparados ao controle ndo irradiado. Concluiu-se que a terapia
fotodindmica pode ser usada como procedimento alternativo na prevencdo da doenca
periodontal®.

Estudos mostram que a terapia fotodindmica também pode ser utilizada com
fontes de luz convencionais e relataram um efeito bactericida eficiente utilizando ldmpada
de xendnio associado a filtros na regido do vermelho. O fotosensibilizandor utilizado, azul
de toluidina, atuou sobre suspensdo da bactéria Porphyromonas gingivalis. Uma grande
reducio foi observada quanto se utilizou a dose de 2,2 J/cm® ¢ um aumento da dose para
5,63 J/em’ elevou esta reducdo®.

Os mecanismos de morte microbiana mais comumente reportados na literatura
sdo atribuidos a: (i) dano em DNA e (ii) dado na membrana plasmatica, principalmente por
inativagdo de sistemas de transporte na membrana e enzimas. O tratamento de bactérias
com diversos fotossensibilizadores culminou em quebras de DNA tanto em espécies Gram-
positivas quanto em Gram-negativas. Residuos de guanina s3o apontados como o0s
fragmentos mais freqiientemente observados apoés a PDT. Danos em proteinas da
membrana plasmatica também sdo reportados, bem como disturbios da parede celular das
bactérias Gram-negativas, o aparecimento de estruturas multilamelar préximas ao septo de
divisdo celular, bem como perda de ions potassio®.

Os fungos, em especial as leveduras, sdo microrganismos amplamente
utilizados para o estudo de mecanismos de agdo de diversas terapias, inclusive a terapia
fotodindmica. Os efeitos do pH, N3 e D,O foram descritos e comparados utilizando-se do
azul de toluidina como fotossensibilizador e a sua a¢do fotodindmica sobre o fungo
Saccharomyces cereviciae. Estes autores concluiram que a membrana plasmatica foi o sitio
de maior probabilidade de lesdo gerada por oxigénio singleto em reagdo fotodindmica para
inativagio de leveduras™®.

A inativagdo de C. albicans por PDT foi demonstrada por Zeina et al.®’

,» que
associaram luz policromatica, proveniente de um projetor de diapositivos, ao azul de
metileno para obten¢do dos efeitos fotodindmicos. Eles encontraram um inicio de
inativacdo das leveduras apds 20 min de irradiagdo e a quantidade de morte celular foi
proporcional ao tempo de irradiagdo, que continuou a ser monitorado até¢ 60 min.

Adicionalmente, estes autores compararam leveduras e bactérias diante do desafio

fotodiniamico e concluiram que as bactérias sucumbem mais rapidamente & agdo da PDT"'.
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ANEXO B - MICROSCOPIA CONFOCAL DE C. albicans

Nas figuras abaixo ¢ apresentado o campo de observacgdo para cada cepa YEM,
visto nos trés canais do microscopio confocal. O canal superior esquerdo representa o canal
para ROD.; o canal superior direito ¢ o relativo ao fotossensibilizador AM; a transmissdo

pode ser observada na parte inferior esquerda da imagem; e finalmente, na regido inferior

direita observa-se uma sobreposicao dos trés canais.

YEM14 YEMIS
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ANEXO C — CONCENTRACAO DE FS EM C. neoformans
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ANEXO D — MICROSCOPIA CONFOCAL EM DIFERENTES CEPAS DE C.
neoformans COM DIFERENTES FS

Nas figuras abaixo, sdo ilustrados os resultados obtidos por microscopia
confocal das cepas de C. neoformans com quatro fotossensibilizadores para cada cepa de
microrganismo. Nas figuras da coluna a esquerda, estdo dispostas 4 imagens
representativas de um campo do canal verde (superior esquerdo), canal vermelho (superior
direito), canal de transmissdo (inferior esquerdo) e canal de interpolagdo de imagens
(inferior direito). Na coluna a direita, ¢ apresentada a imagem de sobreposicao dos canais
vermelho e verde.

As cepas estdo dispostas respectivamente como KN99a, CAP59, ATCC
208819 e ATCC 208820, e cada linha das figuras mostra um campo representativo do
comportamento geral observado em cada situagdo. Com esta metodologia, foi possivel
observar o comportamento do corante no interior da célula, porém é importante ressaltar
que existem dificuldades técnicas para realizar tais imagens. A maior dificuldade foi a
intensidade da excitagdo com laser de argdnio. A irradiagdo laser pode produzir efeitos
fototérmicos quando utilizada em poténcias maiores. Altas poténcias de excitacdo
produziram pequeno tempo de observagdo, de aproximadamente 3 segundos e, podiamos
observar um rompimento das organelas no interior da célula. Nao foi possivel observar
diretamente as organelas, porém o sinal de fluorescéncia que vinha de um determinado
ponto, se tornava difuso com o tempo de irradiacdo. Além deste fato, a imagem
apresentava-se saturada na fotografia. Para contornar este problema, usamos uma lamina
com células de leveduras coradas com os marcadores fluorescentes para acertar a
intensidade do laser, de forma que esta pudesse ser captada de forma correta, com a menor

saturacao possivel e sem danificar as estruturas celulares.

Microscopio confocal (Leica TCS NT, Leica Mikroskopie und System GmBH, Wetzlar,
Alemanha)



C. neoformans com Azul de Metileno — Canal verde (R123), Canal vermelho FS

KN99a

CAP59

208819

208820
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C. neoformans com Rosa bengala— Canal verde FS, canal vermelho (mitotracker Green)

KN99a

CAP59

208819

208820
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C. neoformans com EtNBSe — Canal verde (R123), Canal vermelhoe FS

KN99a

CAP59

208819

208820
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C. neoformans com pL-ce 6 — Canal verde (R123), Canal vermelho FS

KN99a

CAP59

208819

208820
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ANEXO E - FOTOS DO TRATAMENTO COM PDT NAS PATAS
EDEMACIADAS DE CAMUNDONGOS COM CRIPTOCOCOSE
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