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RESUMO

No presente trabalho foram construidos lipossomas estdveis vazios e contendo o zinco
ftalocianina para a realizacdo da Terapia Fotodindmica em Candida albicans. Os
procedimentos experimentais compreenderam a obtencdo de uma suspensdo padrdo de C.
albicans contendo 10° células vidveis por mL, a preparacdo das células para os ensaios € 0
delineamento experimental realizado em cinco grupos experimentais: GC; GTFD; GLUZ;
GDROGA e GLIPO em quadruplicata. As andlises abrangeram a determinac¢do do nimero de
unidades formadoras de colonias — (UFCs); curva de crescimento celular, avaliagdo do pH do
meio de cultivo e consumo de glicose durante o crescimento desta espécie de fungo. Os
resultados da construcdo dos lipossomas mostraram uma producio de vesiculas esféricas, com
estruturas integras, unilamelares, homogéneas, com dimensao de 0,1 p, com estabilidade
fisica, quimica e biolégica para a realizacdo dos procedimentos experimentais. Para a
determina¢do do nimero de unidades formadoras de colonias - UFC’s - os resultados obtidos
mostraram uma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos experimentais.
ANOVA, (p<0,05), teste de Tukey. n=15. Neste estudo, houve uma reducdo logaritmica de
1,42 UFC/ mL no grupo TFD quando comparado com o grupo C. Através da curva de
crescimento de C. albicans em meio planctonico durante 24 horas, foi demonstrado uma
diminui¢do de crescimento de células no GTFD em comparagdo aos grupos C; DROGA;
LIPO e LUZ. Um declinio muito significativo de pH ocorreu durante a fase log de
crescimento nos grupos C; DROGA; LIPO e LUZ, apresentando uma medida de pH dacido a
partir da 12* h até o final de 24* h. No GTFD o pH alcalino-neutro permaneceu sem
alteracoes (fase “lag”) até a 13* h. Ap6s, um pH acido final de 5,51 na 24* h. Constatou-se um
decréscimo significante na concentracdo de glicose dos grupos C; DROGA; LIPO e LUZ em
todos os tempos em que a amostra foi colhida (24 h). A partir do qual ndo ha indicios de
consumo de glicose. Observou-se no GTFD um consumo reduzido de glicose durante todo o
periodo de 24 hs. A comparagdo entre os grupos para as varidveis curva de crescimento,
medidas de pH e concentracdo de glicose foram realizadas pela ANOVA, p<0,05, teste de
Tukey. O GTFD apresentou diferencas estatisticamente significativas quando comparado com

os grupos C; DROGA; LIPO e LUZ.

PALAVRAS-CHAVE: Terapia Fotodinamica. Zinco Ftalocianina Lipossomal. Candida

albicans



ABSTRACT

In the present work empty liposomes were stable constructed and phthalocyanine containing
zinc for the realization of photodynamic therapy of Candida albicans. Experimental
procedures included obtaining a standard suspension of C. albicans containing 10° viable
cells per ml, the preparation of cells for testing and experiment conducted in five experimental
groups: CG; GTFD; GLUZ; GDROGA and GLIPO in quadruplicate. The analyzes covered
the determination of the number of colony forming units - (CFU); Cell growth curve,
evaluation of pH of the culture medium and consumption of glucose during the growth of this
fungus species. The construction of liposomes results showed a production of spherical
vesicles with intact structures, unilamellar, homogeneous, with dimensions of 0.1 um, to
physical, chemical and biological stability to achieve the experimental procedures. To
determine the number of colony forming units - CFU - the results showed a statistically
significant difference between the experimental groups. ANOVA (p <0.05), Tukey's test. n =
15. In this study, there was a 1.42 log reduction of CFU / ml in PDT group compared with
group C. Through the growth curve of C. albicans planktonic in medium for 24 hours, a
decrease of cell growth was demonstrated in GTFD compared to the group; C; DRUG; LIPO
and LIGHT. A significant decline of pH occurred during the log phase of growth in the
groups; C; DRUG; LIPO and LIGHT, with a pH acid measured from the 12 th h by the end of
the 24th h. In GTFD the alkaline neutral pH remained unchanged (phase "lag") until the 13 th
hour. After a final pH of 5.51 acid at 24 h. We found a significant decrease in the
concentration of glucose in groups C; DRUG; LIPO and LIGHT at all times where the sample
was taken (24 h). From which no glucose consumption indications. GTFD observed in a
reduced consumption of glucose during the period of 24 hours. The comparison between the
groups for the growth curve variables, pH and glucose concentration measurements were
performed by ANOVA, p <0.05, Tukey test. The GTFD showed statistically significant
differences when compared to the group: C; DRUG; LIPO and LIGHT.

KEYWORDS: Photodynamic Therapy. Zinc phthalocyanine Liposomal. Candida albicans
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1 INTRODUCAO

Candida albicans é a espécie mais frequentemente isolada de infec¢des superficiais e
invasivas em diferentes sitios anatdmicos e como causa de candidiase em pessoas de todas as
partes do mundo. Trata-se de levedura com potencial patogénico bastante conhecido,
apresentando como principais fatores de patogenicidade e viruléncia a capacidade de
aderéncia a diferentes mucosas e epitélios, o dimorfismo com producdo de estruturas
filamentosas que auxiliam a invasdo tissular, a termotolerancia significativa, e a producao de
enzimas como proteinases e fosfolipases (COLOMBO; GUIMARAES, 2003; DOVIGO et al.,
2010; COLOMBO et al., 2014).

Estes microrganismos comensais tornam-se patogénicos caso ocorram alteracdes nos
mecanismos de defesa do hospedeiro ou o comprometimento de barreiras anatdmicas
secundariamente a queimaduras ou procedimentos médicos invasivos. Alteracdes dos
mecanismos de defesa do hospedeiro podem ser decorrentes de mudancgas fisiolégicas
caracteristicas da infancia (prematuridade) e envelhecimento ou mais frequentemente,
associadas a doencas degenerativas, neopldsicas, imunodefici€éncias congénitas ou adquiridas
e imunodepressao induzida por atos médicos (DIGNANI; SOLOMKIN; ANAISSIE, 2003).

Pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) encontram-se expostos
a um alto risco de desenvolver infec¢des flngicas invasivas. Apesar dos melhores esfor¢cos da
comunidade médica, a taxa de morbidade e mortalidade associadas a candidemia permanece
elevada, o diagndstico precoce da doenca invasiva € critico, gerando como conseqiiéncia,
atraso na administracdo de uma terapéutica adequada (GAREY et al., 2006; DELAYONE;
CALANDRA, 2014).

A era da terapia utilizando antiftingicos iniciou-se nos anos 1950 quando o uso de
Anfotericina B Deoxicolato (classe dos polienos) se tornou acessivel e resultou em muitos
tratamentos bem sucedidos. Porém, com o tempo de tratamento, esta droga demonstrou
desvantagens como 2 dificuldade de administragio e seus efeitos téxicos (CHAUCANES,
2014).

Entre as décadas de 70 e 90 surgiram novas drogas como a 5-Flucitosina (fluorado
sintético), e os triazéis nos anos 2000 (HEITMAN et al., 2011). No entanto, o aumento do uso
de azdis, chamou a aten¢@o para o problema da resisténcia aos medicamentos antiftingicos,
descrevendo a ampla falha de uma terapia antifingica, resultando na persisténcia ou a
progressdo desta infeccdo principalmente em pacientes imunocomprometidos portadores do

Human Immunodeficiency Virus (HIV) (BLISS et al., 2004; DOVIGO et al., 2011).
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Com a crescente resisténcia contra os agentes antifingicos, o interesse renovou a
busca de formas de tratamentos alternativos e a Terapia Fotodinamica (TFD) é uma
modalidade terapéutica promissora para a inativa¢do de microrganismos patogénicos. O foco
¢ principalmente a aplicagao da TFD sobre fungos patogénicos, como Aspergillus fumigatus,
Trichophyton rubrum e especialmente Candida albicans (LAMBRECHTS; AALDERS; VAN
MARLE, 2005; QUEIROGA et al., 2011; PRATES et al., 2011; RIBEIRO et al., 2013;
KATO et al.,, 2013; ROSSONI et al.,, 2014). E em bactérias Gram-positiva como
Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus (LOPEZ-JIMENEZ et al., 2015). E em
bactérias Gram-negativa como Pseudomonas aeruginosa (MANTAREVA et al., 2011).

O processo fotodindmico requer a utilizacdo de um composto quimico
fotossensibilizador (PS), a aplicagao de uma luz que corresponde a banda de absor¢ao do PS e
a presenca de oxigé€nio, promovendo a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs),
como o oxigénio singlete, que € altamente reativo no sistema bioldgico e pode interagir com
as proteinas e lipidios promovendo a inativacdo das células (DOVIGO et al., 2010).

O Zinco Ftalocianina (ZnPc), utilizado neste trabalho, é considerado um PS de
segunda geragdo, com pico de forte absor¢ao na faixa de comprimento de onda maximo entre
600 a 800 nm. E um composto hidrofébico, necessitando de técnicas alternativas, como a sua
incorporacdo a sistemas carreadores de drogas - os lipossomas, para que a disponibilidade
desta droga a sistemas celulares seja realizada (PAULINO, 2006; LONGO et al., 2009;
ALVES E SILVA, 2010).

As infecgdes superficiais e invasivas por Candida acometem pacientes expostos a uma
grande diversidade de fatores de risco, onde, esta levedura expde sua patogenicidade e
viruléncia, aumentando os casos de infec¢des flingicas e consequentemente 0 UsO €Xcessivo
de drogas antifiingicas, favorecendo a resisténcia aos medicamentos convencionais.

Com a crescente preocupacdo devido a falta efetiva de agentes antifingicos e um
considerdvel aumento da resisténcia fungica, principalmente pela Candida albicans aos
agentes existentes, neste trabalho, foi utilizada a TFD, destacando este tratamento realizado
através de uma droga hidrofébica via meio lipossomal, como uma pesquisa de inovacao

tecnoldgica na drea da saide como uma terapia ndo invasiva e local contra infec¢des fungicas.
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2 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve por objetivo geral avaliar os efeitos da “TERAPIA
FOTODINAMICA MEDIADA POR ZnPc LIPOSSOMAL SOBRE Candida albicans.”

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Construir e caracterizar os lipossomas;
e Avaliar a estabilidade Lipossomal;
e Avaliar a efetividade da Terapia Fotodindmica na inativacdo da Candida

albicans.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 FUNGOS

Os fungos apresentam um conjunto de caracteristicas que permitem sua diferenciacao
das plantas: ndo sintetizam clorofila, nem qualquer pigmento fotossintético: ndo t€ém celulose
na parede celular, exceto em alguns fungos aquaticos; ndo armazenam amido como substancia
de reserva. A presenca de substancias quitinosas na parede da maior parte das espécies de
fungos e a capacidade de armazenar glicogénio os assemelha as células humanas. Sdo seres
vivos eucaridticos com um sé nicleo, como as leveduras. Ou multinucleados, como os fungos
filamentosos ou bolores e os cogumelos (fungos macroscépicos) (TRABULSI et al., 2008).

Fungos sdo seres heterétrofos por absorcao e armazenamento de glicogénio (LACAZ
et al., 2002).

Eles se comunicam com o meio externo através da parede celular. Esta parede é
formada por polissacarideos associados aos polipeptideos, constituindo as glicoproteinas. As
glicoproteinas desempenham papel tanto enzimdtico quanto estrutural. Sao indispensaveis nas
vias metabdlicas, na manuten¢cdo da homeostase e nas inter-relagdes celulares, em relacdo ao
crescimento e a reprodugdo. Estruturalmente, a membrana celular dos fungos € semelhante as
membranas das células animais e vegetais, apresentando bicamada lipidico com proteinas e
glicoproteinas dispersas (SALES, 2006).

A membrana citoplasmdtica atua como uma barreira semipermedvel, no transporte
ativo e passivo dos materiais, para dentro e para fora da célula, sendo constituida de uma
porcao hidrofébica e de uma porcao hidrofilica (TRABULSI et al., 2008).

As membranas das células dos fungos tém em sua composi¢do quimica o esterol: o
ergosterol (CAMPOS; MENEZES; SILVA PONE, 2004).

O ergosterol contribui para uma variedade de funcdes celulares, incluindo a fluidez, a
integridade da membrana e a fun¢do adequada de enzimas ligadas a membrana, tais como as
proteinas associadas com o transporte de nutrientes e sintese de quitina (LUPETTI et al.,
2002; ONYEWU et al., 2003). A interrup¢do de sua sintese resulta em morte celular
(CAMPOS; MENEZES; SILVA PONE, 2004).

De acordo com a sua morfologia, os fungos podem ser classificados como leveduras
ou como fungos filamentosos (SALES, 2006).

As coldnias leveduriformes, em geral, sdo pastosas ou cremosas e caracterizam o

grupo de leveduras. Sdo microrganismos unicelulares, em que a prépria célula cumpre as
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funcOes vegetativas e reprodutivas. Por brotamento da célula-mae, formam-se os brotos
também denominados gémulas ou blastoconidios, que possuem forma em geral arredondada
ou ovalada, que podem desprender-se da célula-mae, ou permanecer, em determinadas
espécies, ligados a ela, em cadeia, formando uma estrutura denominada pseudo-hifa, cujo
conjunto é um pseudomicélio (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 2012).

As colonias filamentosas, caracteristicas dos bolores, podem ser algodonosas,
aveludadas, pulverulentas, com os mais variados tipos de pigmentacdo. Esses organismos sao
constituidos fundamentalmente por elementos multicelulares, em forma de tubos — as hifas —
que podem ser continuas nao-septadas ou (cenociticas) ou septadas (TRABULSI et al., 2008;

PELCZAR; CHAN; KRIEG, 2012).

3.2 Candida albicans: UM FUNGO OPORTUNISTA

Infec¢des por Candida tém sido observadas desde o tempo do renomado médico
Hip6crates (460 ~ 370 A.C.) que descreveu a candidiase oral em pacientes debilitados
(SERRACARBASSA; DOTTO, 2003; BARNETT, 2008).

A Candida albicans é considerada um dos patégenos oportunistas mais comuns,
causadora da candidiase, uma doenca da mucosa da boca, vagina e trato alimentar (KIM;
SUDBERY, 2011). E o mais estudado e mais prevalente dos fungos patogénicos humano, sua
posicdo € o 4° lugar mais comum causador de infec¢cdes nosocomiais (hospitalares)
(BERMAN, 2012). Infeccdes mais graves por Candida podem envolver o coracdo
(endocardite), o sangue (septicemia) e o cérebro (meningite) (PELCZAR; CHAN; KRIEG,
2012). Infeccdes superficiais de mucosas sdao documentadas em  pacientes
imunocomprometidos, como, estomatite cronica atrépica, candidiase cronica mucocutanea e
vulvovaginite e em casos mais graves, podem invadir, causando candidemia, infectando
orgdos individuais ou multiplos (ABEGG, 2010). Sendo reconhecidos como os principais
agentes de infeccdo hospitalar, envolvendo a formacdo de biofilmes em dispositivos
implantados, como cateteres, proteses ou vélvulas cardiacas. Biofilmes de Candida albicans
formado em cateter, consistem de microcoldnias fechadas em fun¢ao da matriz de leveduras e
hifas, arranjadas em uma estrutura de bicamada, sendo muito resistentes aos agentes
antifiingicos, aonde ocorre uma dificil penetracdo e difusdo de fiarmacos no biofilme, com
reducdo de concentracdo de até 80%, sendo considerado como um fator de resisténcia
(DOUGLAS, 2003; SUZUKI, 2009). Os micologistas t€ém observado que os microrganismos

praticamente ndo existem na sua forma livre, planctonico nos tecidos do hospedeiro, mas se
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agrupam formando uma comunidade multicelular e plural, tanto sob os tecidos, quanto em
proteses, cateteres e outras superficies (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

Esta espécie pode ser cultivada em meio dgar Sabouraud, desenvolvendo-se como
coldnias cremosas, de cor creme, formadas por elementos leveduriformes, ovais ou
arrendondadas. A sua forma invasiva produz hifas septadas, com septos espacados;
permitindo observar a presenca de células ovaladas ou arredondadas, podendo apresentar
pseudo-hifas (SALES, 2006; TRABULSI et al., 2008).

E uma levedura dipléide com uma histéria de dimorfismo fingico (FORCHE et al.,
2003; BARBEDO; SGARBI, 2010).

Uma impressionante caracteristica de sua biologia € a sua habilidade de crescer em

distintos estados morfolégicos (FIG. 1).

Figura 1 - Morfologia de Candida albicans
b = & f ey

F
Fonte: =~ BERMAN; SUDBERY, 2002; CRAMPIN et al., 2005.
Legenda: A tnica cepa pode assumir diferentes morfologias em diversos meios ou como
consequéncia de mudanga fenotipica:
a) Colonias lisas cultivadas em meio salt-dextrose complete (SDC);
b) Coldnias enrugadas crescidas em meio spider;
c¢) Coldnias difusas cultivadas em meio Milk tween agar;
d) Colodnias crescidas em meio rico que contém sacarose;
e) Mudanga fenotipica — branco-opaco aparece em meio SDC a 23°C. Como resultado
Aparecem colonias brancas (W) e coldnias opacas (O);
f) Gamas de leveduras e pseudohifas e
g) Hifas verdadeiras.



23

Os mecanismos moleculares envolvidos pelo qual, esta espécie, muda da forma
comensal para patogénica no hospedeiro, ndo sdo bem compreendidos, embora certamente,
um fator importante € a condi¢do imunodeprimida do hospedeiro (FORCHE et al., 2003).

A mudanga na morfologia da fase leveduriforme para filamentosa pode ser induzida
por uma variedade de condi¢des ambientais, como a variagdo de temperatura e pH
(SUDBERY; GOW; BERMAN, 2004; BARBEDO; SGARBI, 2010).

Esta habilidade € uma caracteristica que a define, acredita-se que cada forma de
crescimento possui uma fung¢do perigosa, necessdrio, para seu estilo de vida patogénico
(WHITEWAY; BACHEWICH, 2007).

A caracterizagdo de fatores de viruléncia mostrada na Figura 2 é importante para
melhorar a compreensdo de sua patogénese e exploracdo de uma nova droga a ser utilizada

(KHAN et al., 2010).

Figura 2 — Fatores de viruléncia da Candida albicans

adesio de células de filamentacdo para formar a camada de

levedura formando a ) hifa veydadeira

secrecio de
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o ~ superficie celular -
células levedura em P cb c ma:'";j_:: de
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reducdo da suscetibilidade para hospedar o sistema imunologico
aumento do nivel de resisténcia as drogas

Fonte:  Adaptado de KHAN et al., (2010, p. 39).
Legenda: Esta ilustracdo mostra os mecanismos utilizados pela Candida albicans para infectar o
Hospedeiro (SOLL; LOCKHART; ZHAO, 2003; WHITEWAY & BACHEWICH,
2007; BARBEDO; SGARBI, 2010, KHAN et al., 2010):
a) Células de levedura em meio planctonico;
b) Iniciacdo da formacdo de biofilme em tecidos;
c¢) Desenvolvimento do biofilme pela invasdo das hifas, secre¢do de
exopolissacarideos e
d) Maturagdo do biofilme resultante do dimorfismo, mudanga fenotipica, produgdo de
enzimas hidroliticas, adesinas.
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A capacidade de invadir tecidos, crescer a 37°C e impedir a fagocitose, denota uma
ampla gama de fatores de viruléncia. Esses fatores sao causados principalmente pela producao
de enzimas como proteinases, esterases, proteases aspdrticas secretoras, fosfolipases,
producdo do tubo germinativo. A fosfolipase € capaz de catalisar a hidrélise de fosfolipidios,
o principal componente das membranas celulares, gerando os lisofosfolipidios, facilitando
desta forma a penetracio na célula do hospedeiro. E somente produzida pela espécie albicans,
mostrando a forte correlacdo entre a presenca desta enzima e do seu potencial patogénico,
promovendo a disfuncdo e /ou destrui¢do fisica da membrana celular do hospedeiro (SALAS;
GARCIA; MIRANDA, 2000; NAGLIK; CHALLACOMBE; HUBE, 2003; SALES, 2006;
GIOLO; SVIDZINSKI, 2010; SUDBERY, 2011).

A morfogénese da Candida albicans tem sido um foco de pesquisa, porque sua
viruléncia estd associada com a habilidade de mudanca da forma de levedura para hifa

(BERMAN; SUDBERY, 2002).

3.2.1 Candidiase ou Candidose

Candidiase ou Candidose € a principal infec¢do fingica oportunista primdria ou
secunddria, enddégena ou exdgena, reconhecida como doenca sexualmente transmissivel
(DST) (BARBEDO; SGARBI, 2010). Infeccdes pelas espécies de Candida, especialmente as
do trato urindrio e as hematogénicas, vém aumentando consideravelmente, principalmente em
centros de terapia intensiva e/ ou de assisténcia a pacientes criticos, e o destaque é para a
Candida albicans, que tem sido apontada como relevante patégeno nosocomial,
principalmente nas infecgdes fungicas hospitalares (NUNES et al., 2011). As micoses
causadas por esse fungo mostram um amplo espectro de apresentacdes clinicas, podendo
variar de superficiais, com acometimento cutineo e mucoso, até infec¢Oes profundas,
disseminadas, de alta gravidade, como € o caso da candidemia (MENEZES et al., 2004;
BARBEDO; SGARBI, 2010; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

A maioria dos estudos mostra que esta espécie constitui 80% dos isolados a partir de
amostras clinicas em pacientes hospitalizados em estado criticos. No entanto, algumas
consideragdes devem ser observadas, porque outras espécies de Candida tém sido relatadas na
literatura como agentes etiolgicos de Candidiase, como por exemplo: C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. krusei, C. guilliermondii, C. glabrata, C. kefir, C. lusitaniae, C. viswanathii e

C. famata. Todas estas espécies ja foram isoladas a partir de amostras clinicas (CHAVES;
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CAVALCANTT, PORTO, 2003; PRATES et al., 2010; DOVIGO et al., 2010; DOVIGO et
al., 2011).

A infeccdo mamilar € um problema crescente na lactacio, das 29 amostras coletadas
em processos inflamatérios da mama em maes que estavam amamentando no Banco de Leite
Humano da Maternidade - Escola Assis Chateaubriand da Universidade Federal do Ceard
(UFC), 13 - (44,8%) apresentaram crescimento por fungo; identificando como o principal
agente etiologico a C. albicans — 11 - (84,6%) seguida, C. stellatoidea — 1 - (7,7%), e C.
guilliermondii — 1 - (7,7%) (MENEZES, et al., 2004).

3.3 DROGAS ANTIFUNGICAS

A maioria dos agentes antiftingicos atua sobre os esterois da membrana das células
fingicas ou contra enzimas que regulam a sintese de dcidos nucléicos (AGUIRRE URIZAR,
2002).

Os agentes antiflingicos convencionais sdo geralmente fungiostiticos — impedem o
crescimento do fungo -, cuja a¢do nido promove a erradicacdo completa do microrganismo,
dessa forma, somente a inibi¢do do crescimento do agente etiolégico poderd ndo ser suficiente
para prevenir a disseminacdo do microrganismo em pacientes com sistema imunoldgico
prejudicado. As drogas antifingicas podem ser classificadas de acordo com sua estrutura
quimica e os mecanismos de agdo. Os poliénicos, como a anfotericina B, o imidazdlico:
cetoconazol, os triazolicos: fluconazol e itraconazol; os novos triazdlicos: voriconazol,
posaconazol e ravuconazol; e as equinocandinas, como a caspofungina, sao utilizadas para o
tratamento de micoses sistémicas (VIRIATO, 2014).

No mecanismo de acdo interagem com o ergosterol presente na membrana
citoplasmatica do fungo, danificando suas fungdes de barreira. Os azoélicos sdo inibidores da
biossintese do ergosterol. Essa inibi¢do impede a formacgao do ergosterol, alterando a fluidez e
a permeabilidade da membrana citoplasmatica do fungo. (LOGUERCIO-LEITE, et al., 2006;
VIRIATO, 2014).

A anfotericina B e os derivados azdlicos, como fluconazol e itraconazol, sdo as drogas
de primeira escolha para o tratamento das infec¢des flingicas graves. Anfotericina é a droga
que apresenta os melhores resultados, mas, ainda assim, com sucesso terapéutico limitado, e,

entre 0s novos “in vivo” triazblicos, somente o voriconazol estd disponivel na clinica e €
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administrado ao paciente apds falha terapéutica com uso de anfotericina B, para o tratamento
de candidiase esofaringea (VIRIATO, 2014).

Novas formulacdes da anfotericina B, na forma de lipossomas e de dispersao coloidal,
produzem menos efeitos colaterais, como resultado da redistribui¢ao do farmaco nos tecidos e
da seletividade de liberagdo, mas o preco destas formulacdes € muitas vezes maior que o das
antigas (BERGOLD; GEORGIADIS, 2004).

Em comparacdo com as terapias antibacterianas, o tratamento antifingico estd
limitado a um menor nimero de substancias medicamentosas, frequentemente o tratamento €
prolongado com muitos efeitos secunddrios graves e interacdes medicamentosas que aceleram
a gravidade da situagdo. Ocorrendo em muitos casos, o tratamento tornando-se ineficaz,
originando uma incidéncia de resisténcia aos agentes antiftingicos, particularmente em grupos
de alto risco, como pacientes de AIDS (DONNELLY; McCARRON; TUNNEY, 2008;
PRATES, 2010).

As dificuldades diagnoésticas e terapéuticas das infec¢Oes fungicas, levam ao uso
indiscriminado de agentes antifiingicos promovendo a selecdo natural de cepas microbianas
resistentes e deixa uma franca oportunidade para recombinag¢do genética dos fatores de
resisténcia e mutagdo (COLOMBO; GUIMARAES, 2003; PRATES, et al., 2010).

Como podemos constatar, entdo, os medicamentos antiflingicos para infecc¢des
sist€émicas utilizados atualmente ndo satisfazem a necessidade médica completamente, devido
a problemas relacionados a espectro, poténcia, seguranga e propriedades farmacocinéticas dos
agentes disponiveis. Considerando-se o aumento na incidéncia das infeccdes fingicas
sist€émicas e o consequente aumento na mortalidade populacional relacionada, percebemos
que se faz necessdrio o surgimento de nova terapéutica de tratamento, que ofereca um

tratamento ndo invasivo, seguro e eficaz contra as micoses.

3.4 TERAPIA FOTODINAMICA (TFD)

H4 mais de 4000 anos os egipcios utilizavam a combinag¢do da ingestdo oral de plantas
contendo psoralenos e luz solar para tratar doencas como o vitiligo (STERNBERG;
DOLPHIN; BRUCKNER, 1998). Apesar do conceito da morte celular induzida pela intera¢io
da luz com farmacos fotossensiveis ter sido reconhecido hd mais de cem anos, os estudos
sistematicos das reacdes de fotossensibilizacdo foram iniciados apenas no final do século XIX

por Oscar Raab (1899). Este pesquisador observou a inativacdo de organismos do género
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Paramecium através da agdo de corantes de acridina e luz. Além disso, ele demonstrou a
dependéncia deste fendmeno com a presenga do oxigénio e relatou o uso clinico da eosina
como um fotossensibilizador para o tratamento do cancer de pele, Condyloma lata e
Cutaneous liipus. No inicio do século 20, Finsen, demonstrou que a radiagdo solar poderia ser
utilizada para controlar infec¢do por Lupus vulgaris, conhecida como tuberculose cuténea,
que afeta principalmente pessoas que tiveram contato prévio com Mycobacterium
tuberculosis, agente da tuberculose. Logo apdés em 1904, Von Tappeiner e Jodlbauer,
conduziram uma longa série de experimentos com a rea¢ao ocorrida entre luz e os corantes,
criando o termo “photodynamic erscheinung” (acdo fotodinamica) e demonstraram que uma
grande variedade de corantes era capaz de fotossensibilizar uma série de microrganismos. Em
1913, Meyer-Betz fez uma autoinjecdo de 200 mg de hematoporfirina pura e nao sentiu
nenhum efeito, porém ao se expor a luz solar teve fotossensibilidade na pele por varios meses
(STERNBERG; DOLPHIN; BRUCKNER, 1998; PAULINO, 2006; ALBUQUERQUE, 2008;
ALVES E SILVA, 2010; GARCES, 2014).

Policard, em 1924 mencionou a utilizacdo potencial de porfirinas, combinada com a
presenca de oxigé€nio e aplicacdo de luz, no tratamento de tumores malignos (SPESIA, et al.,
2009; GARCES, 2014).

Em 1976, Weishaupt; Gomer e Dougherty postularam que o oxigénio singlete, gerado
por sensibilizagdo, a partir da transferéncia de energia do agente fototerapéutico no estado
triplete excitado para o oxigénio molecular, era o agente citotdéxico responsivel pela
inativacdo de células tumorais. Em fins dos anos 70, a partir dos trabalhos de Dougherty e
colaboradores, a TFD passou a ser reconhecida como uma alternativa para o tratamento do
cancer, tendo sido empregada com sucesso no tratamento de tumores, além de outras
condigdes clinicas (UCHOA-FERNANDES, 2007; GARCES, 2014).

Aplicagoes clinicas da TFD no tratamento de cancer de pulmao vém sendo feitas no
Japao desde 1980. Este tratamento pode preservar a fun¢do pulmonar, ¢ bem tolerado e de
baixo custo, quando comparado a outros tratamentos. Na década de 90 houve uma grande
difusdo de procedimentos envolvendo a TFD nos paises do primeiro mundo. Ainda em 1994,
0 governo Japonés autorizou o emprego da droga denominada Photofrin® na terapia do cancer
de pulmdo. Em 1995, o governo Norte-Americano autorizou o uso dessa mesma droga no
tratamento do cancer de esdfago. Nesses paises, em virtude dos estimulos concedidos a
pesquisa neste campo, diversos procedimentos clinicos t€m sido estabelecidos e muitos deles

ja tém o seu emprego autorizado. No Brasil, algumas iniciativas j& vém ocorrendo, todas
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baseadas no estado de Sdo Paulo, nas quais se emprega um composto homodlogo ao
Photofrin® (RIBEIRO, 2003).

Desde 1995, esta forma de terapia vem sendo aperfeicoada pelo grupo de Pesquisa em
Fotobiologia e Fotomedicina da Universidade de Sdo Paulo, Campus de Ribeirdo Preto-SP, o
qual desenvolve trabalhos que avaliam as propriedades fotoquimicas, fotofisicas e
fotobioldgicas de novos sistemas de liberagdo de farmacos fotossensiveis aplicados a TFD
(ALVES E SILVA, 2010). Estudos recentes tém sido realizados no Laboratério de Pesquisa
do Cefores — Centro de Educagdo Profissional da Universidade Federal do Triangulo Mineiro
(UFTM), com Candida albicans, utilizando diversos fairmacos e sistemas de liberacao.

O objetivo principal da Terapia Fotodinamica (TFD) € induzir a morte das células
doentes por um processo de fotossensibilizagdo, onde existe a agcdo de um agente
fotossensibilizador sendo irradiado por um laser em comprimento de onda adequado e
oxigénio, produzindo espécies reativas de oxigénio, culminando na morte dessas células,
minimizando ao maximo os danos aos tecidos vizinhos e efeitos colaterais, sendo estas as
principais vantagens da TFD frente aos demais tratamentos cldssicos (BARBUGLI, 2010)
(FIG. 3).

Figura 3 — Esquema representativo da aplicacdo da TFD

Fonte: BARBUGLI, 2010

Legenda: 1) Administracio endovenosa do farmaco;
2) Acimulo do farmaco em células tumorais e
3) Irradiacdo e morte da lesdo neoplésica.
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Diante do seu reconhecimento por parte do FDA (Food and Drug Administration), o
interesse pelo uso da TFD tem aumentado, ndo apenas para o tratamento de cancer, mas como
uma terapia eficaz para o tratamento de diversas doengas (ALVES E SILVA, 2010).

Friedberg et al. (2001) demonstraram a significativa atividade fungicida “in vitro”
sobre Aspergillus fumigatus com o fotossensibilizador Green 2W, irradiado com luz no
comprimento de onda em 630 nm.

Em seus estudos, Komerik e seus colaboradores em 2003 avaliaram a acdo da TFD
com o corante azul de toluidina em diversas concentracdes e variadas doses de energia em
molares de ratos infectados periodontalmente por Porphyromonas gingivalis. Os melhores
resultados quanto ao poder de desinfec¢do da TFD nesse estudo foram encontrados na dose de
48 J (irradiacdo total de 8 min.) e concentracdo de 1 mg/ mL. Para a avaliagdo os autores
utilizaram contagem de UFC’s e a média de redugdo conseguida neste grupo foi de 2 log
(SOUZA, 2011).

Bliss et al. (2004) comprovaram que C. albicans foi extremamente sensivel aos
efeitos fototéxicos de Photofrin®, um composto que ja estd aprovado para uso clinico, em
concentracoes tdo baixas como 1 ug/ mL “in vitro”.

Para uma melhor eficdcia da terapia fotodindmica em fungos clinicamente relevantes,
como a Candida albicans, Lambrechts; Aalders e Van Marle (2005), empregaram em seu
trabalho o composto catidnico Porfirina 5-phenyl-10, 15,20-Tris(N-methyl-4pyridyl)
porphyrin chloride (TriP[4]) que em combina¢ao com luz branca a partir de uma lampada de
halogénio de 500W, pode inativar com sucesso a Candida albicans.

Tardivo et al. (2005) em seus estudos sobre o agente fotossensivel azul de metileno,
mostrou caracteristicas interessantes que conferem a esta molécula um grande potencial para
aplicacdo da TFD. Ela absorve luz intensivamente na janela terapéutica, sdo eficientes
geradores de oxigénio singlete, danifica biomoléculas e induz a morte de forma eficiente as
células, nos tratamentos para varios tipos de cancer, virus e infec¢des fungicas.

Resultados de investigacOes experimentais nos estudos de Donelly; McCarron e
Tunney (2008) demonstraram conclusivamente que dermatomycetes e leveduras podem ser
efetivamente irradicados por agdo fotodindmica empregando os fotossensibilizadores:
fenotiazinico, porfirina e ftalocianina.

Costa et al. (2011), em seus estudos, utilizaram culturas plancténicas de suspensoes
padronizadas (106 cells/ mL) de Candida albicans e Candida dubliniensis tratadas com

concentracgdes de eritrosina de (0,39 — 200) uM e LEDs em placas de microtitulacdo de 96
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pocos fundos. E biofilmes, respectivamente, com 400 uM de eritrosina. O efeito
antimicrobial da TFD contra as culturas planctonicas e biofilmes foram verificadas pela
contagem de unidades de colonias (UFC/ mL), e os dados submetidos a andlise de variancia e
teste de comparacao multipla de média, teste de Tukey (p<0,05). C. albicans e C. dublinensis
ndo foram detectadas apds a TFD de culturas planctdnicas com concentragdes de eritrosina
iguais e maiores de 3,12 uM. Os valores UFC/ mL obtidos a partir de biofilmes foram uma
reducdo de 0,74 log;o para C. albicans e 0,21 log,o para C. dubliniensis. Concluiram que C.
albicans e C. dubliniensis sao suscetivel a eritrosina e LED mediada por TFD, mas o biofilme
de ambas as espécies sdo mais resistentes do que as homologas células planctonicas.

Alves et al. (2014) avaliou a influéncia do tempo da pré-irradiacdo (5, 10 ou 15 min)
da terapia fotodindmica na inativagdo de C. albicans, C. tropicalis, C. krusei e C. glabrata
tratadas com Photogem® e luz LED azul, os resultados da investigacio demonstraram que
TFD foi efetiva para inativar “in vitro” estas espécies de Candida. Este estudo demonstrou
que as concentra¢des do fotossensibilizador e fluéncia de luz sdo ambos determinantes fatores
para fotoinativar estas espécies de Candida, enquanto o tempo de pré-irradiacdo nao
influéncia a resposta do TFD.

Lopez-Jiménez et al. (2015) avaliando os efeitos da terapia fotodindmica sobre
biofilmes de Enterococcus faecalis, utilizou o agente fotossensivel azul de metileno, e um
laser diodo em 670 nm (poténcia de 280 mW durante 30 s) e azul de toluidina em 628 nm

(poténcia de 1000 mW durante 30 s), induzindo severos danos, provocando a lise celular.

3.4.1 Mecanismos de a¢ao fotoquimicos

O principio basico da TFD € a geracdo de agentes citotoxicos através da interacao
dinamica entre um farmaco fotossensibilizador excitado por luz visivel em comprimento de
onda especifico e oxigé€nio que normalmente estd presente nos tecidos e meio racional. A
absor¢do de fétons pelo fotossensibilizador gera a ativacdo destes compostos, levando estas
moléculas a uma instabilidade quimica, com a mudanga do padrido de organizagdo eletronica
normal. A tendéncia natural de qualquer composto em um estado excitado eletronicamente €
retornar ao seu estado fundamental, pois ele € energeticamente mais favoravel. Este retorno ao
estado fundamental ocorre com emissdao de energia na mesma intensidade da energia de
absor¢do do féton absorvido. Os processos de desativacdo das moléculas sao simultaneos e
competitivos entre si, sendo importante determinar contribuicdo de cada processo, ou seja, 0

rendimento quantico de cada processo. Atingido o estado excitado, diversos processos podem
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ocasionar a desativacdo de uma molécula: a energia pode ser devolvida ao ambiente na forma
de calor, pode ser liberada na forma luminosa (fluorescéncia), ou fazer cruzamento
intersistema, atingindo o estado triplete, que pode ser desativado por fosforescéncia
(STERNBERG; DOLPHI; BRUCKNER, 1998; MCCAUGHAN, 1999; LUKSIENE, 2003;
PAULINO, 2006; LONGO, 2008; FEUSER, 2012) (FIG.4).

Figura 4 — Processos de desativacido das moléculas

FS* triplet
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Fonte: LONGO, 2008

Legenda: No tratamento por TFD, o FS incorporado nas células é
irradiado através de um laser ou de outra fonte luminosa que emite
de absor¢do do corante promovendo a excitacdo eletronica.

3.4.1.1. Processos fotofisicos e fotoquimicos que ocorrem durante a TFD

z

O passo inicial no processo de fotossensibilizacdo € a excitacdo eletrobnica. Uma
caracteristica importante do (FS) utilizado em TFD é que ele possa ser excitado em
comprimentos de onda de maior penetragao no tecido biolégico (UCHOA- FERNANDES,
2007).

Os danos causados pelos FSs em biomoléculas podem ocorrer por dois mecanismos
principais. Mecanismos Tipo I e Tipo II de fotossensibilizacdo (FIG. 5). Qualquer um dos
dois mecanismos envolve a reagdo do fotossensibilizador no seu estado excitado triplete
(PAULINO, 2006; BARBUGLLI, 2010; FEUSER, 2012).

No primeiro (mecanismo TIPO 1), a energia das moléculas excitadas € transferida para
o oxigénio molecular através da transferéncia de elétrons que culmina em danos diretos as
biomoléculas através da formacao de espécies reativas de oxigénio EROs (INDIG et al., 2000;

BARBUGLI, 2010). As EROs sao radicais livres com alta energia que podem reagir com
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praticamente qualquer biomolécula, levando a modificacdes quimicas que impedem seu
funcionamento normal. A geracdo de uma cascata de espécies reativas apds a aplicagdo da
TFD € considerado o fator fundamental para a citotoxicidade causada pela terapia devido a
sua alta capacidade de interacdes com diferentes biomoléculas (CASTANO; DEMIDOVA;
HAMBLIN, 2005).

No mecanismo TIPO II, a energia de excitacdo € transferida para o oxigénio
molecular, resultando na formacdo de oxigénio singlete (102), que ¢é altamente citotdxico,
sendo capaz de causar danos em membranas, proteinas e DNA, tanto por acdo direta quanto
por formacdo de radicais a partir de oxigénio singlete (RAVANAT et al., 2000; DOLMANS;
FUKUMURA; JAIN, 2003; RAVANAT et al., 2004; BARBUGLLI, 2010).

Figura 5 — Diagrama de JABLONSKI para o processo de fotossensibilizagdo

S" FOTOSSENSIBILIZACAO CELULAR
s, - —
il T" MECANISMO TIPO -1
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Fonte: BARBUGLI, 2010

Legenda: S, (estado fundamental), S, (primeiro estado excitado singlete), S, (estado excitado
singlete), T, (primeiro estado excitado triplete), O, (oxigénio), HO’(radical
hidroxila), ‘O2 (&nion superéxido), H,O, (peréxido de hidrogénio), 102(oxigénio
singlete). Seta azul (absorcdo), seta laranja (fluorescéncia), seta vermelha a.
(conversdo interna), seta vermelha b. (fosforescéncia).

Os processos do Tipo II s@o predominantes, uma vez que os mecanismos do tipo I sdo
muito rapidos porque a sobreposic@o de orbitais envolvidos, durante a formacao do complexo
excitado ¢ maxima (MACHADO, 2000). Ambos os processos sao de particular interesse para
TFD, uma vez que conduzem a formacdo de moléculas muito reativas (SNYDER et al.,
2005). A reacdo do tipo II € predominante no caso da ftalocianina de zinco. A TFD induz a
producdo de agentes citotéxicos que rapidamente destroem as células neopldsicas; esta

z

resposta € afetada “in vivo” pela complexidade dos sistemas biologicos. Diversos alvos
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celulares podem ser afetados durante a TFD, incluindo mitocondria, lisossomos, membranas
plasmiticas, reticulo endoplasmatico, aparelho de Golgi e nicleo, e a morte celular pode
ocorrer por necrose ou apoptose (FEUSER, 2012).

O tempo de vida do estado triplete € grande o suficiente para permitir a supressao por
transferéncia de energia por colisdo com o O, levando a formacao de '0,.0 oxigénio singlete
('0y) pode ser detectado por emissao luminosa no infravermelho préximo (PAULINO, 2006).

As propriedades fluorescentes dos agentes fotossensiveis tém sido uteis para a
visualizagdo, localiza¢do e delineagdo da lesdo maligna. Contudo, a acdo fotodinamica &
dependente do processo de cruzamento intersistemas (isc), caracterizado pela inversdo do spin
eletronico. Através deste processo, a molécula do agente fotossensivel passa a popular os

estados excitados tripletes (BONNETT, 2001; PAULINO, 2006).

3.4.1.1.1 Mecanismos bioldgicos envolvidos na terapia fotodindmica

Os Radicais livres e peroxidos levam a destruicdo tumoral por trés mecanismos
bioldgicos principais: (1) destruicio da massa tumoral, (2) alteracdo da vascularizagio
tumoral, gerando dreas de hipoxia nas massas tumorais e (3) a ativacdo do sistema
imunolégico pela necrose e/ ou apoptose que atuaria em uma fase secundéria na reducao da
massa tumoral (DOLMANS; FUKUMURA; JAIN, 2003; LONGO, 2008; FEUSER, 2012).

A morte celular caracterizada por necrose, estd relacionada a presenca de um agente
agressor de alta intensidade como o promovido pela formacao de EROs apds a aplicacao da
TFD. Uma das caracteristicas marcantes da necrose sdo as alteragdes funcionais em diferentes
regides subcelulares, com especial atencdo as membranas bioldgicas que provocam a
liberacao dos conteddos celulares e consequente perda de viabilidade. Associada a destrui¢dao
das membranas celulares, ocorre a liberagdao de fosfolipidios, consequentemente, a geracao de
intenso processo inflamatério (RICH; ALLEN; WYLLIE, 2000).

Os eventos morfolégicos observados em células em apoptose sdo a compactacao
nuclear, o empacotamento e liberacdo de fragmentos citoplasméticos e de organelas em
microvesiculas envoltas em membrana plasmatica, os corpos apoptéticos. A liberacdo dessas
vesiculas contendo material celular sdo fagocitadas pelas células vizinhas, desencadeando
processos inflamatérios em menor intensidade quando comparados aos processos

relacionados a necrose, isto ocorre, devido a ndo-liberacao de fosfolipidios de membrana. Na



34

TFD esse processo via de morte celular ocorre em menos escala nos tecidos neoplasicos

(BUYTAERT; DEWAELE; AGOSTINIS, 2007).

3.5 AGENTES FOTOSSENSIBILIZADORES

Uma das linhas de pesquisa fundamentais para a evolucdo da terapia fotodinamica € o
desenvolvimento de novos Fotossensibilizadores. Estes sdo definidos como substancias
capazes de absorverem a luz e transferirem esta energia absorvida para moléculas de oxigénio
molecular gerando as EROs, bem como causarem danos bioldgicos. Neste sentido,
pesquisadores buscam compostos que apresentem melhorias em relacdo aos ja existentes. Os
estudos “in vitro” e “in vivo” destes Fotossensibilizadores, tem apresentado grandes
contribui¢des, ndo s6 por serem mais eficazes, mas também no entendimento dos mecanismos
de acdo e da relac@o entre a estrutura e a atividade, contribuindo assim para o avanco da TFD
(STERNBERG; DOLPHIN; BRUCKNER, 1998; MCCAUGHAN JR, 1999; TARDIVO et
al., 2005; MARANHO, 2008).

Os pontos a serem analisados em novos compostos: baixa toxicidade no escuro e
carcinogenicidade dos farmacos, seletividade pelas células alvo; possiveis efeitos adversos
decorrentes de exposicdo a luz, via de administragcdo, baixo custo, capacidade de eliminacdo
das drogas, comprimento de onda para ativacdo e efetividade clinica, caracteristicas
fotofisicas favordveis, fotossensibilidade ndo prolongada, incorporagdo em tumores e a
citolocalizacdo celular. A andlise de todos estes fatores muitas vezes torna-se complexa,
porém estes valores devem ser pesados e um fator de efetividade calculado subjetivamente
para justificar a escolha de FSs entre as varias opg¢oes terapéuticas (STERNBERG; DOLPHI;
BRUCKNER, 1998; MCCAUGHAN JR, 1999; MACHADO, 2000; BONNETT, 2001;
CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2005; MARANHO, 2008).

Alguns agentes fotossensiveis t€ém sido criados para emprego na sua forma pura, nao
em misturas. Neste sentido, mitocOndrias, lisossomos, membranas plasmaticas, dcidos
nucléicos de células tumorais tém se tornado alvo potencial para a terapia (DOUGHERTY, et
al., 1998).

Compostos desenvolvidos e utilizados em muitas pesquisas: as Eosinas (FERH et. al,
1996); Porfirinas (HUDSON; SAVOIE; BOYLE, 2005); Fenotiazinicos (TARDIVO et. al.,
2005); Clorinas (HARVEY et al., 2005); Hipericina (THONG et. al, 2006; FLOREZ, 2012);
Ftalocianinas (BUYTAERT; DEWAELE; AGOSTINIS, 2007; FEUSER, 2012);
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Protoporfirinas (TYRRELL; CAMPBELL; CURNOW, 2010); Feofitinas (LI; CHANG;
HSIEH, 2011); entre outros.

Os fotossensibilizadores que absorvem na regido do infravermelho préximo permitem
o tratamento em tecidos mais profundos (1 centimetro), possibilitando o tratamento de
tumores maiores e mais internos. Entre os FSs com estas caracteristicas destacam-se alguns
grupos, tais como as clorinas, bacterioclorinas e seus derivados, e as ftalocianinas. As
ftalocianinas sdo as mais utilizadas, por serem mais estiveis e de facil purificacdo
(BONNETT, 2001; UCHOA-FERNANDES, 2007). Um bom FS deve fazer cruzamento
intersistema, apresentando um alto rendimento quantico do estado triplete e de geracdo de
oxigénio singlete (STERNBERG; DOLPHI; BRUCKNER, 1998; MCCAUGHAN JR, 1999).

Por este motivo as ftalocianinas tém despertado grande interesse da comunidade
cientifica sendo considerado um promissor agente fotossensibilizador de segunda geragao,
visto sua aumentada eficiéncia na producdo de oxigénio singlete (SIBATA; TEDESCO;
MARCHETTI, 2004; FEUSER, 2012). Este corante, insoliivel em meio aquoso, exibe um
forte espectro na regido do vermelho. Sdo corantes sintéticos semelhantes as porfirinas e
estruturalmente consideradas azoporfirinas (LAIA; COSTA; FERREIRA, 2006). As
ftalocianinas sdo ativadas por luz em comprimento de onda em (650-800 nm), o que confere
maior penetragdo, além de apresentarem baixa toxicidade, uma alta capacidade de se
acumular seletivamente no tecido tumoral (ALLISON et al.,, 2004; MARANHO, 2008;
ALVES E SILVA, 2014; NEGRI, 2015).

Outra importante caracteristica desta classe de FS € sua hidrofobicidade. Quando as
ftalocianinas estdo agregadas, hd o comprometimento do rendimento quéntico de oxigénio
singlete produzido, diminuindo a eficicia da TFD (NEGRI, 2015). Devido a esta
caracteristica quimica, estes firmacos necessitam ser incorporados a sistemas de liberacao de
drogas especificos para que possam circular através de plasma sanguineo. Um dos sistemas de
liberacao descritos para o carreamento de drogas lipossoliveis sdo os lipossomas (SIBATA;
TEDESCO; MARCHETTI, 2004; ALVES E SILVA, 2010; FEUSER, 2012). Além da
capacidade de fluir livremente pelo plasma sanguineo, a associa¢do de ftalocianinas com
lipossomas apresenta outras vantagens, como sua maior captacio pelas células tumorais. As
estruturas dos lipossomas podem ser modificadas pela adi¢cdo de algumas substincias como
colesterol. A presenca deste lipidio na parede do lipossoma tende a aumentar a captacao dos
farmacos pelos tecidos tumorais. Esse aumento se refere ao fato de existir um aumento de

receptores de membrana com afinidade para colesterol. Esta afinidade quimica permite que
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haja uma maior captagcdo desse fotossensibilizador pelas células neoplasicas (OLIVEIRA et
al., 20006).

As propriedades fotofisicas das ftalocianinas sdo fortemente dependentes do ion do
metal central e, entre as ftalocianinas metdlicas, a zinco (II) (complexo zinco ftalocianina)
(ZnPc) e o Aluminio (III) (complexo de cloroaluminio ftalocianina) apresentam favordveis
propriedades fotofisicas para aplicacdes em TFD , com estado singlete excitado de uma
relativa longa vida (3-8 ns) e estado triplete, também com um tempo de vida longo, sao

formados (NUNES; SGUILLA; TEDESCO, 2004; ALVES E SILVA, 2010) (FIG. 6).

Figura 6 — Estrutura quimica do Zinco ftalocianina (ZnPc)

Fonte: NEGRI, 2015

3.6 LIPOSSOMAS

Lipossomas pertencem a classe dos cristais liquidos liotrépicos. Suas caracteristicas
fisico-quimicas e sua biocompatibilidade com membranas celulares terem-lhes dado varias
vantagens: dissolver, proteger e entregar moléculas hidrofébicas e hidrofilicas. Varias
aplicacdes de lipossomas estao relacionadas a uma ampla gama de ciéncias e disciplinas, tais
como: bioquimica, quimica, biologia, medicina, biofisica, fisica e matematica. Os lipossomas
possuem formulagdes ideais que funcionam como sistema de entrega de drogas (FIG. 7). E
importante notar que a implicacdo de lipossomas ou de outros sistemas coloidais como
nanoparticulas poliméricas, complexos de micelas e outros, na entrega da droga torna possivel
alterar as caracteristicas farmacocinéticas e o perfil de biodistribuicio da molécula
incorporada. Os parametros que influenciam o comportamento dos lipossomas em ambientes
biologicos sdao a fluidez da membrana, carga de superficie, hidratacdo, o tamanho do
lipossoma e o método de preparacio (BARENHOLZ, 2001; LAVAN; MCGUIRE; LANGER,
2003; OLIVEIRA; MACHADO; PESSINI, 2005; DEMETZOS, 2008). Estas vantagens, tais
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como a biocompatibilidade e biodegradabilidade, sdo essenciais para seu uso terapéutico. A
encapsulacdo das drogas dentro dos lipossomas depende de vérios parametros, como a
composi¢ao do lipidio, carga superficial, entre outros. Os recentes desenvolvimentos em
tecnologia de lipossomas permitem a introducdo de novas estratégias para controlar as suas
propriedades fisico-quimicas, sua estabilidade e resposta farmacoldgica apds a administragao

(DEMETZOS, 2008).

Figura 7 — Imagem de Lipossoma

Fosfolipidio Bicamada lipidica Lipossoma

Fonte: BOLFARINI, 2012

Os sistemas de liberacio de farmacos sdo espontaneamente formados quando
fosfolipidios sdo dispostos em meio aquoso, € quando isto acontece, deve-se a interagao
hidrofilica da cabeca polar dos grupos fosfato com a dgua, resultando na formacao de sistemas
multilamelares. J4 os sistemas unilamelares (vesiculas) consistem em simples bicamadas
lipidicas em forma esférica, que sdo parecidas (mimetizam) com membranas bioldgicas cuja
formagdo se d4 a partir do fornecimento de energia aos sistemas multilamelares (como por
exemplo, sonicacdo ou extrusdo). Sao considerados potenciais sistemas de liberacdo para
uma variedade de compostos que incluem moléculas de baixo peso molecular como farmacos
(inclusive agentes fotossensiveis), proteinas terap€uticas e agentes para diagndstico
(PAULINO, 2006; ALVES E SILVA, 2010).

O uso de formulagdes lipossomais como sistema de liberacdo de farmacos, é vidvel
clinicamente por serem tipicamente feitos de moléculas lipidicas de origem natural,
biodegraddvel e ndo tdéxica. Os lipossomas podem proteger o farmaco da degradagdo
enzimadtica, possibilitam o aumento da concentracdo de droga no sitio alvo e podem ser
utilizados como excipientes nao téxicos para a solubiliza¢do de farmacos hidrofébicos como
as ftalocianinas, além de prolongar o tempo do fairmaco na circulag¢do, permitindo um possivel

direcionamento para sitios especificos de células ou 6rgaos (BOLFARINI, 2012).
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3.7 ASPECTOS TECNOLOGICOS DA PREPARACAO LIPIDICA PARA A FORMA DE
DISPERSAO AQUOSA DE FOSFOLIP{DIOS: POR EXTRUSAO

Biomateriais, tais como, sistemas de entrega controlada de farmacos, biorreatores de
enzimas imobilizadas, biossensores, e dentre estas, envolve um veiculo formado por
fosfolipidios incorporando um medicamento para um tipo de célula ou 6rgédo especifico, estdo
sendo investigados dentro do contexto da ciéncia da Engenharia Quimica e Engenharia
Biomédica (LANGER, 1995).

Segundo os pioneiros pesquisadores: Olson et al. (1979); Hope et al. (1985);
MacDonald et al. (1991), grandes vesiculas unilamelares (LUV) sdo produzidas pela técnica
de extrusdo e apresentam véarias vantagens em estudos envolvendo modelos de membrana. O
arranjo de seus constituintes lipidicos encontra-se em equilibrio e ndo apresenta restri¢des
desestabilizadoras sobre os lipidios constituintes, sdo relativamente homogéneas em tamanho
e estrutura, assemelham-se as membranas celulares em ser unilamelares e sdo capazes de
conter relativamente grandes volumes.

Podendo ser preparadas rapidamente e facilmente a partir de lipidio seco em menos de
1 hora. As grandes vesiculas unilamelares, com suas especificacdes, incluem uma bicamada
produtiva e distribui¢des assimétricas de proteina e lipidios para alcangar um modelo mais
realista de uma membrana bioldgica (HOPE et al.,1985).

Extrusdo € atualmente um dos mais comuns métodos para producdo de vesiculas
unilamelares monodispersas e controla seus tamanhos. Uma suspensdo lipidica € forcada
através de uma membrana de policarbonato com tamanho de poros definido para produgdo de
vesiculas com um didmetro préximo ao tamanho do poro da membrana utilizada na sua
preparacao. Esta técnica evita a necessidade de se remover solventes organicos ou detergentes
no final da prepara¢do (comum problema associado com outros protocolos), pode ser aplicada
para uma variedade de tipos de misturas e lipidios. Talvez a vantagem mais significativa do
processo de extrusdo € reproduzir facilmente como resultado vesiculas de tamanho médio e de
distribuicao, devido ao método de processamento fisico (LAPINSKI et al., 2007; JESORKA e
OMAR, 2008; RAEMDONCK et al., 2014; HADIAN et al., 2014) (FIG. 8). Os lipossomas
sdo considerados estruturas funcionais muito versateis. Desde o inicio de sua pesquisa em
1965, o campo de sua utilizagdo progrediu enormemente e estdo bem estabelecidos em
diversas dreas, tais como para a entrega de drogas (JESORKA; OMAR, 2008). O
desenvolvimento de novas tecnologias para confeccionar estas vesiculas permite a introdugdo

de novas estratégias para o controle das propriedades fisico-quimicas de lipossomas, para
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manter sua estabilidade e farmacologia como resposta apds a administracdio (DEMETZOS,

2008).

Figura 8 — Resultado de vesiculas de tamanho e distribui¢do médio

:] O O Droga

Extrusio

Fonte: Adaptado RAEMDONCK et al, 2014.

Legenda: A hidratacdo de uma pelicula fina de lipidios conduz a uma dispersdao de vesiculas
multilamelares com uma ampla distribuicdo de tamanhos. Extrusdo das LM Vs através de
uma membrana de policarbonato com poros estreitos sendo usada para converter as
vesiculas multilamelares obtidas em grandes vesiculas unilamelares ou LUVs
monodispersas.

3.8 FONTES DE IRRADIACAO

A terapia fotodinamica tem aplicacdo moderadamente complexa porque requer nao sé
a dose certa da substancia fotossensibilizadora como também a dose certa de luz para a sua
ativacdo. A fonte luminosa precisa ter a capacidade de gerar luz com comprimento de onda
adequado e com suficiente intensidade para ativar o fotossensibilizador escolhido, além do
que esta fonte precisa ser mdvel e dirigivel para que apenas a drea alvo seja iluminada
(PAULINO, 2006).

Nas fontes de irradiagdo empregadas na TFD, o intervalo do espectro eletromagnético
mais significante estd na regido entre 600 e 800 nm, onde a membrana celular apresenta baixa
absortividade. Nesta regido € possivel magnitudes na penetracdo da luz préximas a trés
centimetros em tecidos dotados de baixa pigmentacio (OCSHNER, 1996). Deste modo ¢é
possivel evitar destruicdes desnecessdrias causadas as demais organelas presentes no meio
que ndo possui a droga sensibilizadora. Embora a maioria das aplicacdes da TFD esteja
associada a luz, fontes de luz ndo laser t€ém sido empregadas (BRANCALEON e MOSELEY,
2001).
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Nas primeiras aplicagcdes da TFD as fontes empregadas na ativacdo de agentes
fotodinamicos baseavam-se em radiacdes policromdticas ndo coerentes, como lampadas de
arco voltaico (Iampadas de arco de xendnio) ou mesmo lampadas incandescentes. Por meio de
filtros Opticos, essas lampadas sdo capazes de fornecer radiagcdes no comprimento de onda
apropriado para a maioria dos fotossensibilizadores. Esse tipo de sistema, infelizmente, exibe
um aquecimento relevante, dificilmente permite um controle preciso na dosagem de luz, e
normalmente apresenta baixa intensidade luminosa (BEYER, 1996). Tem se observado no
mercado vdrios aperfeicoamentos no sentido da minimizag¢do dessas desvantagens por meio
de cuidadosos projetos da engenharia e design. Diodos Emissores de Luz (LED) sdao também
empregados em sistemas de irradiacao voltados a TFD. Os LED além de constituirem uma
alternativa de baixo custo, possuem grande homogeneidade luminosa (LIM, 2011),
permitindo que a radiacdo seja facilmente dosada e calculada em diversas aplicagdes. A
emissdo de um LED € bem definida e normalmente especifica para um determinado
comprimento de onda. Esse fator, associado a relativa intensidade (como os modelos
chamados alto brilho), dispensa o aparato de filtragem encontrado nos sistemas baseados em
lampadas policromaticas. Além destes fatores, a baixa dissipa¢do térmica, combinada a
emissao monocromadtica de moderada intensidade, em sistema simples, robusto e diminutivo,
qualificam atraentemente o uso de LED em dispositivo para aplicacdoes de TFD (RIOS et. al.,
2011).

Atualmente, espécies reativas de oxigénio geradas na TFD sdo ativadas principalmente
por lasers. As vantagens dos lasers estdo no cardter da luz monocromadtica e na alta

intensidade obtida nesse dispositivo (YUAN et. al., 2008).
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4 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratério de Pesquisa do Cefores — Centro de
Educacgdo Profissional da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM) no periodo de
marco de 2013 a dezembro de 2014. Os equipamentos e materiais utilizados foram descritos
no Anexo A. Os meios de cultura, material microbiolégico e solucdes foram descritos no

Anexo B. No anexo C encontra-se o roteiro das praticas experimentais.

Para cumprir os objetivos especificos foram utilizados os procedimentos descritos nos itens

4.1,4.2,4.3.

4.1 CONSTRUCAO E CARACTERIZACAO DOS LIPOSSOMAS

Para a realizacio dos experimentos foram construidos dois tipos de vesiculas:

1) Lipossomas (também chamados de lipossomas vazios)

Vesiculas lipossomais foram construidas em suspensdo pela técnica de extrusdo
(HOPE et al., 1985; MAC DONALD et al., 1991). Um volume de 1 mL de suspensdo foi
preparado através da composicao de 3,0 mg/mL de Dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) e 0,3
mg/mL de Lisofosfatidilcolina ( LPC) em cloroférmio. Esta suspensdo foi evaporada sob uma
atmosfera de gds nitrogénio para formagao de um filme lipidico na parede do tubo de ensaio e
em seguida dessecada “overnight”, sob vacuo, em temperatura ambiente. Posteriormente foi
adicionado PBS (solucdo salina tamponada com fosfato, pH=7,4) ao filme que fora obtido e
incubado a 60°C (temperatura de transicdo dos lipideos) em banho seco (Aquecimento 4 seco
- Nova Etica Ltda.) durante 1 hora, com intervalos de vigorosa agitacio a cada 10 minutos
(vortex - QL 901 — Biomix). A amostra foi processada pelo mini-extrusor (AVANTI POLAR
LIPIDS, Alabaster, AL, USA) através de membranas de policarbonato com poros de 100 nm,
por 15 vezes consecutivas, formando os lipossomas (FIG. 9). Por indisponibilidade de
equipamentos estas vesiculas foram caracterizadas por anélise em microscopia 6ptica de luz
(ZEISS) com imagens (1000 x aumento). A captura de imagens foi realizada adicionando
cerca de 10 pL da suspensdo lipossomal obtida pela técnica de extrusdao, em uma lamina de
vidro, coberta com uma laminula e em seguida foi analisada por iluminagdo direta.

i1) Lipossomas contendo Zinco ftalocianina
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No momento inicial da preparacdo para a construcio do lipossoma descrito no item i,
foi incorporado a suspensdo 10 uL da solugdo estoque de Zinco ftalocianina seguindo o
protocolo anterior e em seguida a amostra foi extrusionada. As amostras finais corresponde a
suspensdo ZnPcLipossomal e foram avaliadas através de medidas de absorbancia, em seguida,

a ser utilizadas nos ensaios.

Figura 9 — Constru¢do dos Lipossomas
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Fonte: Adaptado de SOUSA, 2006.

4.2 AVALIACAO DA ESTABILIDADE LIPOSSOMAL

A avaliagdo da estabilidade lipossomal para as vesiculas vazias e vesiculas contendo o
zinco ftalocianina foram realizadas por meio da medida de turbidez, utilizando o
espectrofotometro (UV- 1600 — Angstrom Advanced) (A = 600 nm) com leitura didria durante
07 dias. A suspensdo micro-heterogénea foi mantida durante este periodo a 4°C no
refrigerador. As alteracOes na turbidez serviram como pardmetro para a estabilidade da

referida suspensao (PAULINO, 2006).
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4.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS PARA AVALIAR A EFETIVIDADE DA TFD
NA INATIVACAO DA Candida albicans

Para a realizacdo dos procedimentos experimentais foram preparadas, a suspensao
padrao de Candida albicans e as células para os ensaios. Em seguida foram realizados os

ensaios da TFD.

4.3.1 Obtencio de uma suspensio de Candida albicans

Uma suspensio padrio contendo 10° células vidveis por mL foi obtida de acordo com
SOUZA et al. (2010). Para isso, C. albicans foi semeada no meio Agar Sabouraud Dextrose
(ASD) e incubada em estufa microbioldgica (Revco — Thermo Electron Corporation) durante
48h a 37°C. Apds incubacdo, o microrganismo foi cultivado em caldo Infusdo de Cérebro e
Coracdo (BHI). O nimero de células vidveis na suspensao foi ajustado em espectrofotdmetro
(UV-1600 — Angstrom Advanced), utilizando um comprimento de onda de 530 nm e

densidade optica de 0, 680.

4.3.2 Preparacao das células para os ensaios

Para a preparacdo das células para os ensaios foi retirado o volume de 1 mL da
suspensdo de Candida albicans preparada no item 4.3.1 e colocado em um ependorf (2 mL) a
5000 RPM por 10 min (Centrifuga — Biofuge) e em seguida o sobrenadante foi descartado. O

sedimento foi ressuspendido de acordo com cada grupo para a execugdo dos ensaios da TFD.

4.3.3 Ensaios da terapia fotodinamica (TFD) “In Vitro”

4.3.3.1 Delineamento Experimental

A seguir estdo descritos os grupos e 0s respectivos tratamentos utilizados para
avaliacdo da efetividade da terapia fotodinamica na inativacdo de Candida albicans
(QUADRO 1). Para garantir a significancia desses resultados as andlises foram realizadas em

quadruplicata.



44

Quadro 1 - Descri¢ao dos Grupos e Tratamentos utilizados no Delineamento
Experimental da Terapia Fotodindmica na Inativacio da Candida

albicans.
Grupos Descricao dos Tratamentos
Grupo 1 Células de Candida albicans sem tratamento (600 pl)
C
Grupo 2 Candida albicans + ZnPc Lipossomal (10 pL/600 pL ) + Laser (20 min)
TFD
Grupo 3
LUZ Células de Candida albicans + Laser (20min)
Grupo 4
DROGA Candida albicans + ZnPc Lipossomal (10 pL/600 pL)
Grupo 5
LIPO Células de Candida albicans + Lipossoma (600 pL)

Fonte: Elaborado pelos Autores, 2015

4.3.4 Determinacao do nimero de unidades formadoras de colonias - (UFC’s)

Para o ensaio da determinagdo das UFC’s os grupos experimentais descritos no item
4.3.3.1, foram bem homogeneizados e em seguida foram levados para a estufa microbioldgica
a 37° C por 30 min. Apds, 200 pL da suspensdo dos Grupos - TFD e LUZ - sofreram
irradiagdo por 20 min. com o sistema laser Coherent Cube — 660 nm (fonte de luz laser
vermelha) com uma poténcia de 50 mW e fluéncia de 50 J/cm?, em uma placa de 96 pocos
profundos de fundo chato (Craplast) (FIG.10). Os grupos DROGA e LIPO nao foram
irradiados. Posteriormente, foi realizada a diluicdo de 107 para cada grupo. Em seguida foi
empregada a técnica da semeadura (Spread plate) em placa (J. Prolab). Foram espalhadas 50
pL de suspensdo celular que fora diluida em cada placa contendo o meio Agar Sabouraud
Dextrose (ASD) empregando-se a alca de Drigalski (3B Cientific). Estas placas foram
incubadas a 37°C em estufa microbiolégica por 48 horas para determinacdo dos nimeros de

unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC’s).

4.3.5 Curva de crescimento celular, avaliacio do pH do meio de cultivo e consumo de

glicose durante o crescimento da Candida albicans.
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O experimento para a constru¢do da curva de crescimento celular, avaliagdo do pH do
meio de cultivo e o consumo de glicose durante o crescimento de Candida albicans, foram
realizados em meio planctonico. Apds os tratamentos realizados em cada grupo experimental
conforme o protocolo seguido do item 4.3.3.1, foram retirados 50 pL. de cada grupo e inserido
em seus respectivos tubos Falcon contendo o meio liquido BHI com um volume final de 50
mL para cada grupo. Os tubos foram muito bem homogeneizados. Apds cada coleta,
guardados em estantes a 37°C na estufa microbioldgica.

Durante o crescimento do microrganismo foi coletada, a cada hora, uma aliquota de 2

mL da suspensdo celular de cada grupo durante 24 horas para:

1) Determinag@o da turbidez do meio: utilizando-se um espectrofotdmetro (As3o

nm) (UV - 1600 - Angstrom Advanced).

ii) Determinacdo das alteragdes de pH: utilizando-se um pHmetro de bancada
(Gehaka).

i) Determinacdo das alteracdes da concentracdo de glicose: kit enzimatico

(Biotécnica - Biotecnologia).

Figura 10 — Irradiacdo das células de Candida albicans

Fonte: Elaborado pelos Autores, 2015

4.3.6 Descarte das células

As células de Candida albicans, meios de cultura e outros materiais contaminados ou
ndo utilizados nos experimentos foram autoclavados a 127°C durante 20 minutos e

posteriormente descartados.



46

4.4 ANALISE DE DADOS

A comparacdo entre os grupos para as varidveis: nimero de unidades formadoras de
coldnias Log (UFC/mL), absorbancia, pH e glicose foram realizadas por meio de comparacao
de médias. Desta forma, foi utilizado a andlise de variancia One-Way e teste de comparacdo
multipla de médias - Teste Tukey. A ANOVA foi aplicada as varidveis que satisfizeram as
pressuposicoes de homocedasticidade e normalidade. A homocedasticidade foi verificada pelo
teste de Levene e a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Para as andlises que indicaram
violagd@o dos critérios para o uso ANOVA foi utilizado o procedimento de transformacgdo de
dados e para as andlises que continuaram a violar os critérios para o uso da ANOVA foi usada
andlise nao-paramétrica, com o uso do teste de Kruskal-Wallis. O nivel de significancia

estatistica adotado em todos os testes foi de 5% (SAMPAIO, 2007).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CONSTRUCAO E CARACTERIZACAO DOS LIPOSSOMAS

A caracterizagdo dos lipossomas € uma importante tarefa e muitas técnicas sio
empregadas tais como: termodindmica, mecanica, quimica, microscopia, espectroscopia e
cromatografia, tém sido utilizadas por todo mundo a fim de testar as caracteristicas fisicas e
quimicas das formulagdes lipossomais, como lamelaridade, eficiéncia de encapsulagdo e sua
estabilidade ao longo do tempo (DEMETZOS, 2008). Em nosso trabalho os lipossomas
foram confeccionados pela técnica de extrusdo. As vesiculas (vazias) foram caracterizadas
pela técnica de microscopia Optica de luz ilustrando uma producdo de vesiculas esféricas,
mantendo a integridade estrutural, unilamelares com distribui¢do de tamanho homogénea,
resultado de uma preparacdo lipidica com composicio de 3,0 mg/ mL de
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) e 0,3 mg/ mL de lisofosfatidilcolina (LPC) com dimensdo
média em torno de 0,1 pum, assim classificadas na literatura como vesiculas unilamelares

grandes (LUV) (HADIAN et al., 2014), (FIG. 11).

Figura 11 — Imagem Microscépica dos Lipossomas

Fonte: Elaborado pelos Autores, 2014

Os Trabalhos dos pioneiros como os de Olson et al. (1979); Hope et al. (1985) e Mac
Donald et al. (1991), demonstraram que a técnica de extrusdo seqiiencial de vesiculas

multilamelares através de membranas de policarbonato produzem uma populacdo de
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lipossomas relativamente homogénea no tamanho e estrutura, sem causar degradacao aos seus
lipidios constituintes e pode duplicar a eficiéncia de encapsulacdo de lipossomas e relembram
membranas celulares bioldgicas e sdo capazes de conter relativamente grandes volumes. Os
lipidios (DPPC) e (LPC) aqui utilizados na constru¢do pertencem a familia das
fosfatidilcolinas (PCs) sendo consideradas como a mais utilizada em estruturas de lipossomas.
Com propriedades fisico-quimicas semelhantes a membranas celulares, como a
permeabilidade, atividade osmética, interagdo com varios solutos, caracteristicas como fluidez

e transforma-se numa estrutura com bicamadas ou lamelas (LAPINSKI et al., 2007;

DEMETZOS, 2008).

5.2 AVALIACAO DA ESTABILIDADE LIPOSSOMAL

A avaliagdo da estabilidade lipossomal foi realizada por meio da determinacdo da
turbidez utilizando um espectrofotdmetro (Agoonm). A Figura 12 mostra uma medida de
absorbancia inicial estavel de 0, 166 até o 3° dia. A partir do 4° dia de medicdo a respectiva
amostra da suspensdo micro-heterogénea tornou-se turva coincidindo com um aumento
gradual na densidade 6ptica (0, 227), finalizando para 0, 249 no 7° dia. Os resultados da
densidade optica indicam que até o 3° dia, o sistema lipossémico, na forma de suspensdo
aquosa, manteve-se estdvel, evitando, assim, processos de agregacdo ou fusdo de suas

vesiculas extrusionadas, podendo ser utilizados nos experimentos.

Figura 12- Medidas de absorbancia lipossomal por
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Fonte: Elaborado pelos autores, 2015
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A Figura 13 mostra o resultado da avaliacdo da estabilidade do lipossoma contendo
zinco ftalocianina, com uma medida de densidade 6ptica inicial de 0, 135 (Agoonm). A partir do
2° dia aumentando para uma D.O = 0, 146, chegando a um valor final de 0, 233 no 7° dia de
avaliacdo. Estes resultados da densidade 6ptica afirmam que os lipossomas contendo o ZnPc,
permanecem estdveis apenas no 1° dia. Esse tempo (dias) de estabilidade reduzida em relacdo
a estabilidade do lipossoma vazio pode estar ocorrendo por conta da prépria estrutura quimica
do ZnPc (plana), hidrofébico, se agregando, encapsulado em lipossomas, interferindo no

sistema lipossomal (BOLFARINI, 2012).

Figura 13-  Medidas de absorbancia da ZnPc lipossomal
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Fonte: Elaborado pelos autores, 2015

Os lipossomas confeccionados neste estudo foram utilizados para os experimentos no
dia em que foram confeccionados.

A avaliacdo da estabilidade dos sistemas de liberacdo € um estudo essencial, pois leva
em consideracdo a interacdo quimica entre o farmaco veiculado e os componentes da
formulacdo, que podem sofrer modificagdes com o tempo de estocagem cuja formulagdo
venha a ser submetida (BOLFARINI, 2012).

Parametros como a composi¢ao das bicamadas lipidica, condi¢cdes de armazenamento,
processo de formulacdo sdo importantes fatores que afetam a estabilidade fisica dos
lipossomas (DEMETZOS, 2008). E o processo de extrusdo desempenha um papel-chave no
controle desses parametros acima influenciando nas propriedades de distribui¢do de tamanho,

permeabilidade e integridade lipossomal (CHO et al., 2013).
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Chorilli et al. (2007) demonstraram através de seus estudos sobre a estabilidade de
lipossomas unilamelares pequenos contendo cafeina, por turbidimetria, que este método é
adequado para avaliacdo da estabilidade lipossomal. Diversos autores relatam que a medida
da turbidez e a determinacdo do tamanho dos lipossomas por espalhamento dindmico de luz
(DLS — Dynamic Light Scattering) sdo técnicas utilizadas para avaliar a estabilidade de
lipossomas (KHLEBTSOV et al., 2003; NACKA et al., 2001; SIVAKUMAR; RAO, 2001).

Para Matsuzaki et al. (2000), a turbidez, embora seja um método menos sensivel, é
superior ao espalhamento dinamico de luz para o estudo de estabilidade dos lipossomas, o
nosso estudo corrobora com os autores citados acima. A partir desses resultados, o zinco
ftalocianina estard incorporado aos lipossomas especificamente dentro de sua bicamada
lipidica conforme ja descrito na literatura para a realizacdo da terapia fotodindmica.
(PAULINO, 2006)

Estudos foram realizados por “Curic” et al. (2013) demonstrando a caracterizagdo e
otimizacdo do processo de encapsulacdo da droga itraconazol dentro de um lipossoma,
mostrando que através de suas abordagens, seus resultados produziram uma alta efici€éncia de

encapsulacdo desta droga, utilizados em candidiase oral e micoses sistémica.

5.3 DETERMINACAO DO NUMERO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS —
UFC’s

A cepa de Candida albicans testada, neste estudo, foi sensivel a TFD mediada por
ZnPc lipossomal na concentragio de 3,87 x 10*mol/L em dimetilsulféxido e irradiagdo ao
sistema laser Coherent Cube — 660 nm. Foi realizada uma contagem de todos os grupos, na
qual foram obtidos os nimeros de UFC/ mL de todos os grupos, em seguida, transformados
em log;p. A comparagdo mostrou como resultado uma reducao significativa do nimero de
células no grupo da TFD quando comparado com os grupos C, DROGA; LIPO e LUZ.

Ao realizar a comparagdo do grupo C com estes tltimos trés grupos (DROGA, LIPO E
LUZ), observou-se que nao existem diferengas entre os resultados finais.

Neste estudo houve uma reducao logaritmica de 1,42 UFC/mL nas médias do GTFD
quando comparado com o GC.

De acordo com a literatura, de um ponto de vista microbiolégico um minimo de 3
logp de redugdo deve ser alcangcado para obter efeito antimicrobiano (BOYCE; PITTET,
2002; ROSSONI et al., 2014). Embora a nossa redu¢do obtida neste estudo fosse menor do
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que o nivel microbioldgico exigido mostrou uma diferenca estatisticamente significativa. Isto

€ mostrado através da analise estatistica (FIG. 14).

Figura 14 — Médias e Intervalo de 95% de Confianca de Log (UFC/ mL)

Obtida por fotossensibilizacdo de Candida albicans.
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Fonte: Elaborado pelos Autores, 2015
Legenda: Diferentes letras (A, B) representam diferencgas estatisticamente significativas

entre os grupos experimentais. ANOVA, p<0,05, teste de Tukey.

Foi calculada a percentagem de reducdo sobre Candida albicans quando comparamos

0 GC com os demais grupos experimentais: a) 9,7% para o GTFD; b) 0,3% para o GDROGA;
¢) 0,3% para o GLIPO e d) 0,2% para o GLUZ. A tabela 1 visualiza as médias, o intervalo

de confianga e a percentagem de diminui¢do de todos os grupos experimentais.

Tabela 1 - Dados expressos em médias e intervalo de confianca (IC) (normalizados por log)

e diminui¢cdo em percentagem de Candida albicans comparando todos o grupos

Experimentais com o controle.

GRUPOS MEDIAS (log) +95% (IC) % Diminuicao de
C. albicans
C 14,72 -14,67%; +14,77% -
TFD 13,30 -13,21%; +13,40% 9,7
DROGA 14,68 -14,47%; +14,89% 0,3
LIPO 14,68 -14,62%; +14,74% 0,3
LUZ 14,69 -14,59%; + 14,79% 0,2

Fonte: Elaborado pelos Autores, 2015.
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Uma explicacdo plausivel por ndo ter ocorrido uma maior redugdo logaritmica de
UFC/ mL € que as ftalocianinas embora sejam consideradas moléculas fotossensibilizadoras
de segunda geracao, sdo essencialmente hidrofébicos e insoldveis, por isso s@o conhecidas por
serem menos eficazes em TFD (SIBATA; TEDESCO; MARCHETTI, 2004; DONELLY;
McCARRON; TUNNEY, 2008; BARBUGLI, 2010; BOLFARINI, 2012). Esta desvantagem
de facil agregacdo em solugcdo aquosa e esta propriedade influéncia negativamente nas
caracteristicas fotofisicas e leva a uma reducdo do efeito fotodindmico, motivos que sdo
ligados a um sistema transportador, assim se tornam apropriados para aplicacdes decorrentes
em TFD (MANTAREVA et al., 2011). Por outro lado sdo compostos potencialmente ativos,
absorvem luz na regido do vermelho do espectro eletromagnético (comprimento de ondas
maiores que 650 nm) demonstrando baixa toxicidade no escuro e eliminacao rdpida reduzindo
os efeitos toxicos e com alta eficiéncia fotodindmica no tratamento de tumores animais
(OLIVEIRA et al., 2005; MARANHO, 2008; BOLFARINI, 2012; ALVES E SILVA, 2014;
NEGRI, 2015).

Todas essas caracteristicas da ZnPc, nos leva a acreditar que é exigido altas doses
deste medicamento, encapsulado por um sistema de liberacdo de farmacos, para uma efetiva
irradicacdo do microrganismo, visto que, estas vesiculas vazias sdo estdveis por 3 dias,
enquanto que, as vesiculas contendo o ZnPc sdo estdveis por apenas ldia, para que as
concentracdes efetivas estejam presentes no momento da irradiacdo do microrganismo. E
possivelmente, dependendo das doses utilizadas deste agente fotossensivel possam interferir
na estabilidade do lipossoma, como demonstrado.

Muitos estudos como o de Mantareva et al. (2007) avaliaram a atividade fotodinAmica
da tetrakis-(3-methylpyridyloxy) (ZnPcMe) e tetrakis-(4_sulfophenoxy)(ZnPcS) -
phthalocyanine zinc (II) para a gram-positiva Stapylococcus aureus, a gram-negativa
Pseudomonas aeruginosa e o fungo Candida albicans. As ftalocianinas estudadas exibem
banda Q de absor¢do de A= 675 nm e fluorescéncia maxima em dimetilsulféxido (DMSO) em
A= 690 nm. A formacdo de mondmeros em ambas ZnPcs depende da concentragdo do meio de
diluicdo. Neste caso a agregacdo pode ser reduzida por uso de um sistema carreador ou por
adicao de detergentes. O DMSO foi o solvente escolhido para dissolver estes compostos no
estado de mondmeros. Em seus resultados para Candida albicans a fotoinativacdo foi
somente de 1 — 2 logjo, quando tratada com a anidnica ZnPcS e para a catidonica ZnPcMe
foram totalmente fotoinativadas nas densidades celulares 10° e 10° cells/ mL e alta

concentracdo de droga (6 pM) e mais potente luz (100 mW/ cm'z). Mantareva et al. (2007),
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finaliza concluindo que a eficicia da TFD nos diversos microrganismos € dependente da dose
de luz e da droga utilizada.

Estudos mostram que bactérias gram-positivas sao sensiveis a acdo fotodinamica de
fotossensibilizadores, independentemente de sua carga ou hidrofobicidade. Enquanto que as
bactérias gram-negativas e os fungos sdo resistentes as ftlocianinas anidnicos e neutros
(BERTOLINTI et al., 1990; MANTAREVA et al., 2011).

Alves et al. (2014) mostraram que os parametros que influenciam a terapia
fotodinamica sobre estes microrganismos sao: fluéncia da luz e as concentragdes da droga.

Estes fatores sdo determinantes para induzir a uma fotoinativacdo nas espécies de
Candida (CHABRIER-ROSELLO et al., 2005; BAGNATO, 2008; SOARES et al., 2009;
DOVIGO et al. 2011).

Podemos concluir que Candida albicans foi sensivel a fototerapia utilizando o zinco
ftalocianina lipossomal e que parametros como concentra¢do da droga e fluéncia da luz, sdao

fatores primordiais que influenciam a terapia fotodinamica.

5.4 CURVA DE CRESCIMENTO DE Candida albicans

O comportamento do crescimento celular de Candida albicans, em todos os grupos
experimentais foi acompanhado durante 24 horas (FIG.15). Nas primeiras 14 horas que
corresponde a fase “Lag”, foi verificado nos grupos (C; DROGA; LIPO e LUZ), pouca ou
auséncia de divisao celular, considerada como uma fase de adaptacdo, mais com intensa
atividade metabdlica. Apds, foi observado o inicio do processo de divisdao (aumento
logaritmo), com intenso crescimento celular, isto pode ser observado porque a turbidez do
meio aumentou rapidamente até a 23* hora, surgindo uma fase onde nao ha um crescimento
substancial (fase estaciondria), devido a redu¢do de determinados nutrientes indispensaveis
para sua multiplicacdo celular.

No GTFD uma diminuicao da densidade Optica foi observada desde o momento zero
até a 24" hora. A fase “lag” perdura desde a 1* medic¢do (0 hora) até a 14* hora. Em seguida,
inicia um periodo pequeno de crescimento até a 21* hora. Entrando na fase estaciondria.

Uma explicacdo para as diminui¢cdes nas taxas de crescimento celular de Candida
albicans no GTFD esta relacionada ao stress oxidativo promovido por peréxido de hidrogénio
e outras espécies reativas de oxigénio (EROs), resultado da fotossensibilizagao empregando o
zinco ftalocianina (TEMPLE; PERRONE; DAWES, 2005; ALBY; BENNETT, 2009). Estes

agentes oxidantes produzidos pela TFD influenciam diretamente no crescimento celular em
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diferentes fases do ciclo celular deste microrganismo (FLATTERY-O’BRIEN; DAWES,
1998; SASNAUSKIENE et al., 2009). Devemos considerar que os principais fatores de
viruléncia das leveduras: capacidade de expressdo de enzimas extracelulares, fosfolipases e
proteinases, que degradam os tecidos do hospedeiro; producdo de substancias téxicas que
causam lesdo celular; capacidade de adesdo a células e tecidos; formacgdo de biofilmes sobre
células e superficies inanimadas; producdo de tubo germinativo por algumas espécies de
Candida spp.; produ¢do de hemolisinas; hidrofobicidade da superficie celular (GIOLO;
SVIDZINSKI, 2010). A interferéncia nestes fatores de viruléncia provoca inibi¢do do
crescimento, podendo ser causada por diferentes mecanismos: a diminuicdo do metabolismo
celular causada pela reducdo de absor¢do de nutrientes, ou pela funcdo bioenergética da
mitocondria com danos, via um sinal direto gerado na mitocondria relatada na inibi¢ao do
crescimento. Metabolismo celular pode ser reduzido depois da TFD devido a diminuicao de
carboidratos, aminodcidos ou fosfatos através de proteinas transportadoras ligadas a
membrana. A agdo fotodindmica pode também atrapalhar o metabolismo de carbono e
producdo de ATP ocorrendo a eliminagdo de enzimas intracelulares. Além disso, o dano
fotodinamico provocado na mitrocondria pode aumentar a expressao de p 21, um inibidor da

kinases dependentes de ciclina, levando a inibi¢ao do crescimento (KATO, et al., 2013).

Figura 15 — Curva de Crescimento de C. albicans em meio planctonico

em funcio do tempo.
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Fonte: Elaborado pelos Autores, 2015
Legenda: Cada ponto representa a média de 4 repetigdes.
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Podemos concluir através dos resultados e afirmar através das andlises de dados que a
TFD mediada por ZnPc Lipossomal reduziu o crescimento celular de Candida albicans (FIG.

16).

Figura 16 — Médias e Intervalo de 95% de Confianga da Curva de

Crescimento da C. albicans no momento inicial.
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Fonte:  Elaborado pelos Autores, 2015
Legenda: Diferentes letras (A, B) representam diferengas estatisticamente significativas
entre os grupos experimentais. ANOVA, p<0,05, teste de Tukey.

[0

5.4.1 Avaliacao do pH do meio de cultivo de Candida albicans

Foi testado o efeito do pH inicial até o periodo de 24 horas, do meio de crescimento de
C. albicans dos grupos: C; TFD; DROGA; LIPO e LUZ. O pH normal do caldo BHI utilizado
foi 7,4 £ 0,2 sem ajustes. Mostrou como resultado um decaimento muito significativo desde o
momento inicial (zero) até a 12°* hora, exibindo um pH 4&cido, seguindo com um decréscimo
dessas medidas de pH 4cido até o final da 24* hora, nos GC; DROGA; LIPO e LUZ.

No GTFD, nas primeiras 12 horas o pH ndo alterou, iniciando apds, um discreto e
menor decaimento por durante todo o periodo de tempo de 24 horas.

Conforme os resultados visualizados Candida albicans cresceu melhor em pH dcido
ocorrido nos grupos sem tratamento (C; DROGA; LIPO e LUZ) em comparacdo ao GTFD

(com a Terapia Fotodindmica). Varios Autores como Samaranayake et al. (1986); Vargas et
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al. (2002); Barbedo e Sgarbi (2010), através de seus estudos afirmaram que as espécies de
Candida apresentam caracteristicas acidogénicas e heterofermentativas particularmente em
condicdes ricas em carboidratos. E nestes ambientes crescem satisfatoriamente.

Depois de 24 horas, os grupos: C; TFD; DROGA; LIPO e LUZ, apresentaram uma
medida final de pH: 4,85; 5,51; 4,83; 4,80 e 4,75, respectivamente (FIG. 17).

Figura 17 — Medidas de pH do meio de cultivo de Candida albicans em

funcdo do tempo de crescimento.
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Fonte:  Elaborado pelos Autores, 2015
Legenda: Cada ponto representa a média de 4 repeticdes.

Estudos desenvolvidos “in vitro” por Samaranayake et al. (1986) demonstraram que
o desenvolvimento da Candida albicans na presenca da saliva é acompanhado de um ripido
declive no pH de 7,5 a 3,2 em 48 horas, e que a maioria dos componentes dcidos da saliva
como piruvatos e acetados, mantém este pH baixo. Estes metabdlitos dcidos podem
desempenhar um papel na patogenese da candidiase oral.

No entanto, Odds (1988) revisou todas as probabilidades de avaliacdo dos resultados
dos efeitos do pH sobre o crescimento de Candida e sugere que a medida de pH por si s6 nao
€ propiciador de afetar a taxa de crescimento ou de sobrevivéncia da Candida, mas, talvez
afetar a capacidade dos fungos para aderir e invadir o hospedeiro. Candida albicans é o mais
importante fungo patégeno de humanos, causando doencas em muitas locais do corpo. A

capacidade de alternar entre varias morfologias é um trago de viruléncia chave nesta espécie
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promovendo a disseminagdo e invasdo de tecidos no hospedeiro. A variagdo do pH é causada
pela libertacdo de amonia a partir de células produzidas durante a decomposicdo de
aminodcidos. Esta situacao € inédita num patégeno humano e pode substancialmente impactar
a fisiologia do hospedeiro por estar associado a morfogénese, adaptacdo do pH, metabolismo
de carbono e interacdes com células hospedeira as quais sdo essenciais para a patogenia
(VYLCOVA et al., 2011). Podemos concluir que as variacdes de medidas de pH ocorridas
dentro do GTFD, apresentaram uma diferenca estatistica significativa em comparacdo aos
outros grupos (C; DROGA; LIPO e LUZ) devido ao emprego da TFD com o zinco

ftalocianina lipossomal e luz laser 660 nm com fluéncia de 50 J/ cm” (FIG. 18).

Figura 18 — Médias e Intervalo de 95% de Confianca das medidas de pH

da Candida albicans no momento inicial.
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Legenda: Os valores seguidos por letras diferentes (A, B) diferem significativamente

entre os cinco grupos experimentais: GC; GTFD; GDROGA; GLIPO e
LUZ. ANOVA, p<0,05, teste de Tukey.

5.4.2 Consumo de glicose da Candida albicans

A determinacdo do consumo de glicose foi observada durante todo o periodo de 24
horas de crescimento celular deste microrganismo em todos os grupos experimentais (C;
TFD; DROGA; LIPO e LUZ) (FIG. 19). Foi constatado um declinio acentuado na

concentracdo de glicose nas 12 primeiras horas, prosseguindo com um decaimento gradual até



58

o final do tempo de 24 horas nos grupos: C; DROGA; LIPO e LUZ. A partir da qual ndo ha
indicios de consumo de glicose.

Os resultados experimentais do GTFD mostraram um consumo menor da concentracao
de glicose por todo o tempo de 24 horas, quando comparamos com 0s grupos sem tratamento
(C; DROGA; LIPO e LUZ). Apé6s 24 horas, a concentracdo de glicose de cada grupo: C;
TFD; DROGA; LIPO e LUZ foram respectivamente: 1,64; 111,52; 1,31; 0,98 e 0,32 (mg/ dL)
(FIG. 19).

Figura 19 — Consumo de glicose em fun¢io do tempo de crescimento

de Candida albicans
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Legenda: Cada ponto representa a média de 4 repetigdes.

O consumo maior de glicose apresentado pelos grupos: C; DROGA; LIPO e LUZ
estdo relacionadas com a sua colonizacdo em células hospedeiras. A via glicolitica € um
caminho metabdlico utilizado pelas células em geral, e particularmente pelos microrganismos
com a finalidade de produzir polissacarideos de reserva, de colonizagcdo e aderéncia, assim
como para obter energia, o que resulta, consequentemente, na producio de acidos (SIMOES;
ARAUJO; ARAUIJO, 2008).

A glicose atua na transicao de levedura para hifas que € um determinante vital da sua
viruléncia e patogenicidade, desempenhando um papel central como fonte de carbono e

energia (BROWN; SEXTON; JOHNSTON, 2006). Diante dos resultados revelados na
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determina¢do da glicose, podemos afirmar que o GTFD apresentou um menor consumo de

glicose (FIG. 20).

Figura 20 — Médias e Intervalo de 95% de Confianca do consumo de
Glicose de Candida albicans obtido através dos tratamentos

no momento inicial.
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Legenda: Os valores seguidos por letras diferentes (A, B) diferem significativamente

entre os cinco grupos: C; TFD; DROGA; LIPO e LUZ. ANOVA, p<0,05,

teste de Tukey.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Sao recentes os estudos que utilizam o zinco ftalocianina encapsulado em lipossomas,
sendo esta molécula hidrofébica e de facil agregacdo. Para isto, houve a necessidade de
standardizar o método de preparacdo dos lipossomas utilizando os fosfolipidios DPPC e LPC,
que sdo muito utilizados para esta finalidade.

A constru¢do de vesiculas unilamelares grandes foi realizada pelo processo de
extrusdo apresentando lipossomas com dimensdo média em torno de 0,1 pm. A microscopia
de luz possibilitou visualizar suas caracteristicas fisicas, tais como, a estrutura € o tamanho
homogéneo.

A medida de densidade Optica avaliou a estabilidade dos lipossomas (vazios) e
contendo o ZnPc e os considerou estdveis para o uso na terapia fotodinamica dentro de 72 h e
24 horas, respectivamente.

Os resultados preliminares da determinacdo do nimero de unidades formadoras de
colonias — UFC’s — mostraram que a terapia fotodinamica mediada por zinco ftalocianina
lipossomal apresentaram uma reducdo logaritmica nas células de Candida albicans em meio
planctdonico em comparacao com os outros grupos que nao foram submetidos a irradiacio e
nem a droga.

A curva de crescimento mostrou a avaliagdo do crescimento de Candida albicans em
funcdo do tempo, sendo possivel a completa visualizagdao da fase logaritmica de crescimento
em todos os grupos. Uma diferenga significativa foi mostrada pelo GTFD apds o stress
oxidativo sofrido pela TFD em comparacao a todos os grupos experimentais.

Através dos resultados apresentados pelas medidas de pH foi possivel observar que
Candida albicans cresceu melhor em pH 4cido, que ocorreu principalmente nos grupos sem
tratamento.

Nos ensaios da determinacdo da glicose observamos que o GTFD apresentou um
menor consumo de glicose.

Os resultados finais da curva de crescimento, medidas de pH e determinacdo da
glicose, mostraram que existe uma relagdo entre o crescimento da Candida albicans, um pH
acido e consumo de glicose com a sua colonizacao no hospedeiro.

Este estudo nos possibilitou confirmar a eficiéncia do lipossoma em solubilizar
compostos que apresentam alta hidrofobicidade, como é o caso do ZnPc. Dessa forma, pode

ser empregada com sucesso na administracao e liberagao de farmacos. Assim, sendo utilizado
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na TFD como agente antimicrobiano revelou que os ensaios experimentais apresentaram
sensibilidade a Candida albicans.
Com perspectivas futuras, pretende-se explorar mais a atividade deste

fotossensibilizador na TFD contra microrganismos patogénicos.
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ANEXO A - Equipamentos e Materiais

Todos os equipamentos e materiais utilizados nesta pesquisa encontram-se em
perfeitas condi¢cdes de uso e pertencem ao Laboratorio de Pesquisa do Cefores — Centro de
Educacdo Profissional da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM) sendo

descritos abaixo:

e Autoclave vertical CS — Prismatec;

e Aquecedor com termometro — Diag Tech — DT 3120H;

e Balancga analitica Acculab Sartorius Group;

e (Cabine de Seguranca Bioldgica - Filterflux — Equipamentos para laboratérios
Ltda.;

e (entrifuga — Biofuge — Primo R;

¢ Cilindro de nitrogénio com vdlvula especifica;

o Dessecador a vacuo;

e Equipamento de aquecimento a seco — Nova Etica Ltda.;

e Espectrofotometro — UV — 1600 - Angstrom Advanced;

e Estufa Microbioldgica — Revco Thermo Electron Corporation;

e Laser Coherent Cube — 660nm;

® Microscopio de Luz - Zeiss — com sistema de captura de imagens;

e Mini-extrusora Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL, USA;

¢ pHmetro — Geaka;

¢ Sistema Deonizador — Reverse Osmosis, Water Quality Association;

e Voértex QL 901 — Biomix.

Os demais materiais ndo mencionados foram adquiridos no mercado nacional e sdo de alto grau
analitico (PA).
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ANEXO B - Meios de cultura, Material microbiologico e Solucoes

e Meios de Cultura

Para a realizacdo dos ensaios, foram utilizados os meios de culturas Agar Sabouraud
Dextrose — ASD (Himedia) e Infusdo Cérebro e Coracdo - BHI (Sigma-Aldrich). Seguem

abaixo a forma descrita de cada preparacao conforme a exigéncia do fabricante:

«» Agar Sabouraud Dextrose - (ASD) — HiMedia laboratories, Mumbai,
India.
- Suspender 65,0 gramas de p6 em 1000 mL de dgua destilada,

- Aquecer até a ebuli¢cdo para dissolver completamente o meio,

- Esterilizar em autoclave a 15 £ de pressdo (121°) durante 15 minutos.

+» Infusao Cérebro e Coracao — (BHI) — Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO
USA.
- Suspender 37,0 gramas de p6 em 1000 mL de dgua destilada,

- Aquecer até a ebuli¢c@o para dissolver completamente o meio,

- Esterilizar em autoclave a 15 £ de pressao (121°) durante 15 minutos.

e Material Microbioldgico
% Obtencdo da Cepa de Candida albicans:

A cepa CEC 1293 de Candida albicans foi cedida pelo Prof°. Dr°. Christophe d’Enfert
do Unité Biologie et Pathogenicité Fongigues do Instituto Pausteur, Paris, Franca. Encontra-se
congelada no meio liquido infusdo cérebro coragdo (BHI) com glicerol 40% v/v até o
momento de uso a —20° C.

¢ Solucoes

¢ Solugdo estoque do Zinco Ftalocianina (ZnPc):
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Uma quantidade conhecida de Zinco Ftalocianina (ZnPc) (Sigma-Aldrich Inc., EUA) -
(25mM) foi dissolvida em dimetilsulféxido (DMSO) (Merck Millipore, Darmstadt, Germany)
(10 mL) obtendo-se uma solugio estoque na concentracdo de 3,87 x 10™mol/L, mantida em

temperatura ambiente.

% Solug¢ao tampao fosfato-salino (PBS):

- 0,24 g de KH,PO, (Fosfato de Potdssio Monobasico),

- 1,44 g de Na,HPO, (Fosfato de Sédio Dibasico),

- 8,0 g de NaCl (Cloreto de Sédio) e

- 0,2 g de KCl (Cloreto de Potéssio).

Ap6s completa dissoluc@o, o volume final da solugado foi de 1000 mL, adicionando-se
agua destilada. O pH da solucdo chega a 7,4. Esta solugao foi distribuida em recipientes
fechados e posteriormente esterilizada em autoclave durante 20 minutos a 120°C. Apds o

resfriamento a temperatura ambiente os frascos foram armazenados em geladeira a 4°C.



ANEXO C - Roteiro das praticas experimentais

1. Construcao dos lipossomas vazios e contendo o zinco ftalocianina

3. Filme lipidico

permaneceu i

vicuo por 24hs.
—_—

1. Solucio de lipidios 1. Solvente organico é& removido
em solvente orginico a um filme lipidico por fluxo
de nitrogémnio

sl 7. Obtencio de uma familia

relativamente homogénea
de lipossomas constituidos
por apenas uma bicamada

ipidica: LUVs

4, Hidratacio do filme lipidico
Ressuspensio com solucio

6. Proces das
MLVs pela técnica
de extrusio

5. Agitacio e formacio das
vesiculas multilamelares

Fonte — Elaborado pelos autores, 2015

2. Caracterizacao dos lipossomas

Urn volumes de 10 ol d.ul.u;u:u'u lipoasomal

Captars de imagens pormicroscopiadeluz (1000 = samenso)

Fonte — Elaborado pelos Autores,2015

3. Estabilidade lipossomal

Nenculas vazias
Venculas contends o ZnFc

Fonte — Elaborado pelos Autores, 2015
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4. Procedimentos experimentais para avaliar a efetividade da TFD

Suspensao

de
Candida
afbi cans

108 células viaveis por mL

|54:|Lz.\.et:l,1nm|

L. Semeadura da Candids albicans meio ASD 2 Estufa microbiclogica 37T°C—48h

2. Ajustsments das célulss meio BHI 2 (hsaem) DO-0680

Fonte — Elaborado pelos Autores, 2015

5. Obtencao das células de C. albicans

Fonte — Elaborado pelos Autores, 2015
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6. Determinacao do nimero das unidades formadoras de colonias UFC’s

1.GEUPOS

- 92—
smropacas
wEESEES,

4 GEUPOS com tratarnento |

-

e EHDL!D{E\IEIZA{;AD

i

3.E5TUFA 37°C — 30 minutos

5. Aplicagio Laser 20 min, F-50 mW.
Fluéncia de 30 ]/cm?

Fonte — Elaborado pelos Autores, 2015

7. Contagem de colonias

e
100 uL Indeulo
Dilvicio Seriada
1 ml 1ml 3

900uL meio BHI

L T A T T [

!

50 uL plaguezmento

-

CONTAGEM DE
COLONIAS

Fonte — Elaborado pelos Autores, 2015
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8. Curva de crescimento celular
Avaliacao do pH do meio de cultivo
Consumo de glicose

i FpL de cadagrmpo Armazenados 3 37°C

)

Tubaos Faleon S0 mL meio BHI Estufa Microbiologica

L

Fonte — Elaborado pelos Autores, 2015

9.Procedimentos finais de avaliaciao da efetividade da terapia

Umvohonme de Zml de suspensio celular de cada grupo.
. acadahora, por um periodo de 24 horas.

!

Fipeta gradusda de precisio

1. Turbidez do meio. Espectrofotémetro (j535 nm).

2. Determinacio das alteragbes de pH. EI—ﬂﬁEﬁu de bancada.
3. Determinacdo das alteracdes da concentracio de glicose. Kit Enzimatico

Fonte — Elaborado pelos Autores, 2015



80



