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RESUMO

APLICACAO DE PORFIRINAS TETRA-CATIONICAS PARA
FOTOINATIVACAO DE Candida albicans NO TRATAMENTO DE ONICOMICOSE

AUTORA: Ticiane da Rosa Pinheiro
ORIENTADOR: Prof. Dr. Bernardo Almeida Iglesias
CO-ORIENTADOR: Prof. Dr. Roberto Christ Vianna dos Santos

A onicomicose é uma das infecgdes fungicas mais prevalentes entre os distarbios de unhas.
Fungos dermatdfitos sdo os principais agentes causadores, porém leveduras do género
Candida sdo patdgenos emergentes associados a essas infeccbes. Espécies do género
Candida sdo constituintes naturais da microbiota humana, mas comportam-se como
patdgenos oportunistas na presenca de alteragfes homeostaticas do organismo, causando
infeccdes. Além disso, esses fungos sdo capazes de formar biofilme, produzindo uma matriz
polimérica extracelular que se adere fortemente a superficie sélida, conferindo protecdo a
populacdo microbiana. Os tratamentos usuais para onicomicose restringem-se ao uso de
agentes antifungicos de administracdo oral e topica. Porém, o longo periodo do tratamento e
os efeitos indesejaveis dificultam a adesdo a terapia, podendo tornar a doenca recorrente.
Nesse contexto, a fotoinativacdo de micro-organismos € uma terapia alternativa, que utiliza
um composto fotossensivel ativado (fotossensibilizador), capaz de produzir espécies
reativas, induzindo a morte celular. As porfirinas meso-tetra-substituidas sdo relatadas como
bons fotossensibilizadores, devido sua eficacia na fotoinativacdo. O objetivo desse estudo
foi avaliar, pela primeira vez, o potencial antifungico e antibiofilme da aplicagdo de
porfirinas tetra-cationicas na fotoinativacdo de C. albicans, visando o tratamento de
onicomicoses. A concentracdo inibitéria e fungicida minina das porfirinas 3PtTPyP e
4PtTPyp e 3H2TPyP e 4H2TPyP foi avaliada e os resultados demonstraram eficacia maior da
porfirina 3PtTPyP contra os isolados testados sob irradiagdo sendo o composto de escolha
para 0s proximos testes. A curva de viabilidade celular demonstrou que ocorreu a inibicédo
de C. albicans ATCC 14053 em 60 minutos e de C. albicans ATCC SC5314 em apenas 30
minutos de exposi¢do a luz. O possivel mecanismo de fotooxidacdo foi misto com producéo
de espécies radicalares hidroperoxil e oxigénio singleto. O ensaio de associagdo entre
porfirina e antifingicos convencionais demonstrou atividade indiferente. Foram formados
biofilmes de C. albicans in vitro e em modelo ex vivo de unhas e ap0s tratamento com
3PtTPyP as diferentes concentracOes testadas foram capazes de destruir de forma
significativa o biofilme quando comparado ao controle positivo. A Microscopia de Forga
Atdmica (MFA) mostrou os danos causados na morfologia, estrutura e adesdo celular apds
tratamento com fotossensibilizador. Os ensaios de citotoxicidade ndo evidenciaram potencial
toxico as células de queratindcitos e fibroblastos sendo as concentragcfes testadas seguras
para uso na TFD. Este estudo revelou que a TFD utilizando porfirinas contendo complexos
periféricos de Pt(ll) pode ser um promissor candidato como tratamento alternativo contra
infeccdes fungicas de onicomicose.

Palavras-chave: Porfirinas. Terapia Fotodinamica. 3PtTPyP. Onicomicose. Candida

albicans.



ABSTRACT

APPLICATION OF TETRA-CATIONIC PORPHYRINS FOR Candida albicans
PHOTOINATIVATION FOR THE TREATMENT OF ONYCHOMYCOSIS

AUTHOR: Ticiane da Rosa Pinheiro
ADVISOR: Prof. Dr. Bernardo Almeida Iglesias
CO-ADVISOR: Prof. Dr. Roberto Christ Vianna dos Santos

Onychomycosis is one of the most prevalent fungal infections among nail disorders.
Dermatophyte fungi are the main causative agents, but yeasts of the Candida genus are
emerging pathogens associated with these infections. Species of the Candida genus are
natural constituents of the human microbiota, but behave as opportunistic pathogens in the
presence of homeostatic changes in the body, causing infections. In addition, these fungi are
capable of forming biofilms, producing an extracellular polymeric matrix that strongly
adheres to the solid surface, providing protection to the microbial population. The usual
treatments for onychomycosis are restricted to the use of oral and topical antifungal agents.
However, the long period of treatment and the undesirable effects make it difficult to adhere
to therapy, which can make the disease recurrent. In this context, the photoinactivation of
microorganisms is an alternative therapy, which uses an activated photosensitive compound
(photosensitizer), capable of producing reactive species, inducing cell death. Meso-tetra-
substituted porphyrins are reported to be good photosensitizers due to their effectiveness in
photoinactivation. The objective of this study was to evaluate, for the first time, the
antifungal and antibiofilm potential of the application of tetracationic porphyrins in the
photoinactivation of C. albicans, aiming at the treatment of onychomycosis. The minimum
inhibitory and fungicidal concentration of the porphyrins 3PtTPyP and 4PtTPyp and
3H2TPyP and 4H2TPyP was evaluated and the results demonstrated greater efficacy of the
porphyrin 3PtTPyP against the isolates tested under irradiation, being the compound of
choice for the next tests. The cell viability curve showed that there was inhibition of C.
albicans ATCC 14053 in 60 minutes and of C. albicans ATCC SC5314 in just 30 minutes of
exposure to light. The possible photooxidation mechanism was mixed with production of
hydroperoxyl radical species and singlet oxygen. The association assay between porphyrin
and conventional antifungals showed indifferent activity. C. albicans biofilms were formed
in vitro and in an ex vivo nail model and after treatment with 3PtTPyP, the different
concentrations tested were able to significantly destroy the biofilm when compared to the
positive control. Aomic force microscopy showed the damage caused to cell morphology,
structure and adhesion after photosensitizer treatment. The cytotoxicity tests did not show
any toxic potential to keratinocyte and fibroblast cells, with the concentrations tested being
safe for use in PDT. This study revealed that PDT using porphyrins containing peripheral
Pt(I) complexes may be a promising candidate as an alternative treatment against
onychomyecosis fungal infections.

Keywords: Porphyrins. Photodynamic Therapy. 3PtTPyP. Onychomycosis. Candida
albicans.
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1. INTRODUCAO

A onicomicose é uma infeccdo superficial causada por fungos, considerada uma das
mais prevalentes entre os disturbios ungueais existentes (EFFENDY et al., 2005). Essa
infeccdo ocorre devido ao desenvolvimento de fungos que encontram em locais umidos e
escuros, condi¢des Gtimas para sua multiplicacdo e utilizam a queratina das unhas como
fonte de nutriente, resultando em enfraquecimento, descoloracdo, distrofia, aumento da
espessura podendo levar ao descolamento da lamina (BHATTA; KEYAL; WANG, 2016;
EFFENDY etal., 2005; GUPTA et al., 2017). Fungos dermatofitos sdo os principais agentes
causadores de onicomicose, porém leveduras do género Candida vém sendo relatadas como
patdgeno emergente associado a essas infecc¢des, principalmente a Candida albicans. Essas
leveduras fazem parte da microbiota natural dos seres humanos, contudo, devido a alteracGes
fisiologicas e/ou patologicas do organismo, podem se manifestar na forma infecciosa
causando candidiase. Ainda, sdo capazes de formar biofilmes através da producdo de uma
matriz polimérica extracelular que se adere fortemente a uma superficie sélida, altamente
resistente & agentes antifingicos conferindo protegcdo a uma populagdo microbiana (ALIM;
SIRCAIK; PANWAR, 2018; GIOLO & SVIDZINSKI, 2010; JAYATILAKE et al., 2009;
ODDS et al., 1988).

O tratamento convencional para onicomicose é baseado na administracdo tépica e
oral de agentes antifingicos. A administracdo topica apresenta a desvantagem de baixa
penetracdo no leito ungueal, local de desenvolvimento do micro-organismo, exigindo
persisténcia do paciente durante longo periodo de uso, além de possivel recorréncia da
infeccdo. Ja os antiflngicos orais penetram no leito e placa ungueal, porém, os efeitos
indesejaveis comumente relatados como disturbios gastrointestinais, dores de cabeca,
nauseas e problemas hepaticos, dificultam a adeséo ao tratamento (KREIJKAMP-KASPERS
et al.,, 2017; KUSHWAHA et al., 2015; MARTINEZ-ROSSI et al., 2008; YAN et al.,
2014). Ainda, alguns micro-organismos causadores da onicomicose sdo capazes de formar
biofilme produzindo uma matriz polimerica que faz a populacdo microbiana ficar fortemente
aderida favorecendo sua resisténcia, resultando em um fator limitante ao tratamento
(CIEPLIK et al., 2018; CHEN et al., 2013).

A fotoinativacdo microbiana é uma terapia realizada combinando luz visivel, um
composto fotossensibilizador (FS) e oxigénio molecular. Logo apds ser irradiado, o FS
absorve luz e pode desencadear foto-oxidacdo por dois mecanismos, sendo: Tipo |
relacionado com danos por meio de espécies radicalares ou peroxido de hidrogénio, levando

a formacdo de radicais como hidroxila e superdxido, e Tipo Il relacionado com a



transferéncia de energia do FS para moléculas de oxigénio, resultando em espécies reativas
de oxigénio, capazes de provocar danos oxidativos a lipidios, proteinas e DNA, levando a
morte celular (PERVAIZ; OLIVO, 2006; WILSON; PATTERSON, 2008; LOPES et al.,
2018). O uso de porfirinas meso-tetra-substituidas como FS vém apresentando 6timos
resultados, uma vez que a insercdo de cargas modula a atividade do FS que interage melhor
com as biomoléculas celulares aumentando a eficacia da fotoinativacdo (ALVES et al.,
2009; SIMOES et al., 2016; TRANNOY et al., 2010).

A descoberta por novos medicamentos antifingicos caminha a passos lentos
enquanto a resisténcia fangica é emergente, com isso, a fotoinativagdo microbiana mostra-se
como uma terapia alternativa promissora no combate de infec¢fes bacterianas/fungicas, pois
além de ndo ser uma técnica invasiva, ndo ha relatos na literatura de mecanismos de
resisténcia e pode ser utilizada em individuos comérbidos (BAHTTA et al., 2016;
BALTAZAR et al., 2015; HAMBLIN, 2016).



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar o potencial antifingico e antibiofilme da aplicacdo de porfirinas tetra-

catibnicas na fotoinativacdo de C. albicans.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a concentracdo inibitéria minima e concentracdo fungicida minima das

porfirinas frente aos isolados;

e Determinar a concentracdo inibitéria minima do antifungico frente aos isolados;

e Determinar o efeito do tempo de irradiacdo da porfirina com luz branca;

e Avaliar o possivel mecanismo de fotoinativacdo atraves da determinacdo das espécies

reativas de oxigénio;

e Avaliar a associacgdo da terapia combinada in vitro da porfirina e antifingico;

e Avaliar a formacéo e destruicdo do biofilme in vitro;

e Auvaliar a formacao e destruicdo do biofilme em modelo ex vivo de unhas;

e Analisar através da microscopia de forca atbmica o dano celular e forca de adesdo, das
amostras tratadas.

e Avaliar a citotoxicidade das porfirinas.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. ONICOMICOSE

A onicomicose é uma das infeccdes fangicas superficiais mais prevalentes entre 0s
disturbios das unhas existentes, sendo um importante problema de salde publica
(EFFENDY et al., 2005). O desenvolvimento da onicomicose ocorre devido a diferentes
fatores como: idade avancada, uso excessivo de calcados fechados, traumas nas unhas e
atividades esportivas. Além disso, doencas imunossupressoras (diabetes, psoriase, cancer,
artrite reumatoide) podem aumentar a suscetibilidade a doenca (GHANNOUM et al., 2018;
GUPTA et al., 2016; LIPNER; SCHER, 2019). Essa infeccdo ungueal ocorre devido a
proliferacdo de fungos dermatdfitos, leveduras e ndo dermatofitos, que obtém nutrientes
provenientes da queratinizacdo, causando descoloracdo ou hipercoloracdo, descamacéo e
aumento da espessura das unhas podendo levar ao descolamento da lamina (onicolise). Esses
micro-organismos encontram condi¢des favoraveis para seu crescimento em lugares imidos
e escuros, como por exemplo, calcados fechados, sendo as unhas dos pés mais suscetiveis a
tal infeccdo (BHATTA; KEYAL; WANG, 2016; EFFENDY et al., 2005; GUPTA et al.,
2017).

Os principais agentes causadores de onicomicose sdo os fungos dermato6fitos como
Trichophyton rubrum, porém, leveduras do género Candida como Candida albicans e
Candida parapsilosis nas ultimas décadas estdo sendo relatadas como patdégeno emergente
associado a essa infeccdo, principalmente em individuos comérbidos (FERREIRA et al.,
2019; GE et al., 2019; GUPTA et al., 2020; MUGGE; HAUSTEIN; NENOFF, 2006;
OTASEVIC et al., 2016 ). Um grande nimero de estudos mostra diferenca na prevaléncia
dos agentes causadores de onicomicose onde a localizacdo geografica dos pacientes
influencia na distribuicdo dos patdgenos envolvidos. Pesquisas realizadas em paises da
América do Norte e continente Europeu revelam prevaléncia de fungos dermatéfitos
relacionados a onicomicose (MUGGE; HAUSTEIN; NENOFF, 2006; SIGURGEIRSSON;
BARAN, 2014). Entretanto, as leveduras aparecem em maior propor¢do como principal
causador de onicomicose em estudos feitos nos paises da América do Sul, Africa e Asia
(FATAHINIA et al.,, 2017; GODOY-MARTINEZ et al., 2009; SOUZA et al., 2010;
SYLLA et al., 2019). Aparentemente, paises com clima mais quente apresentam uma
tendéncia epidemioldgica emergente de patégenos flungicos ndo dermatéfitos e leveduras

relacionados a infec¢des ungueais.
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As opcdes de tratamento restringem-se a administracao oral (azois e terbinafina) e/ou
topica (amorolfina e ciclopirox) de agentes antifungicos, geralmente de acdo fungistatica e
ndo fungicida, podendo tornar a infeccdo recorrente. Embora os antifungicos tdpicos
apresentem a vantagem de efeitos adversos reduzidos, o tratamento exige um longo periodo
de administracdo e sua eficicia é limitada pela baixa penetracdo ao leito ungueal, onde o
fungo se desenvolve. J& os medicamentos orais sdo capazes de penetrar no leito e placa
ungueal, contudo, os efeitos adversos de distlrbios gastrointestinais, dores de cabeca,
nauseas e problemas hepaticos, acabam dificultando a adesdo ao tratamento
(KREIJKAMP-KASPERS et al., 2017; KUSHWAHA et al., 2015; MARTINEZ-ROSSI et
al., 2008; YAN et al., 2014). Outro fator limitante ao tratamento da onicomicose é a
formacdo do biofilme, onde os micro-organismos produzem uma matriz polimérica
altamente compactada aderindo fortemente a populacdo microbiana, com a finalidade de
protecdo contra agressdes (mecanicas, medicamentos, sistema imune, irradiacdo UV)
aumentando assim sua sobrevivéncia (CIEPLIK et al., 2018; CHEN et al., 2013). A
resisténcia flngica € emergente, enquanto o desenvolvimento de novos medicamentos
antifungicos caminha a passos lentos, pois um dos maiores desafios € a identificacdo de um
novo agente que seja eficaz sobre a célula fungica e atoxica para célula hospedeira, haja
vista que a célula fungica € eucariotica assim como a célula humana (BAHTTA et al., 2016;
BALTAZAR et al., 2015; MUKHERJEE et al., 2003; SILVA et al., 2012). Diante de
diversas limitacbes, a demanda por tratamentos mais seguros é alta, e, com isso, a
fotoinativagdo microbiana ganha espaco na pesquisa como uma terapia alternativa contra as

infeccOes fungicas.

3.2. Candida albicans

Leveduras do género Candida sdo organismos unicelulares, eucariontes, pertencentes
ao reino Fungi, constituintes da microbiota natural da boca, mucosas, pele, vagina e trato
digestivo que convivem de forma comensal com o individuo saudavel. Contudo, sdo fungos
oportunistas, inofensivos em seu habitat natural, que podem se manifestar na forma
infecciosa em decorréncia de alteracbes homeostaticas no organismo humano (organicas,
fisiol6gicas, patoldgicas) causando candidiase ou candidose, podendo atingir superficies
cuténeas (GIOLO & SVIDZINSKI, 2010; JAYATILAKE et al., 2009; ODDS et al., 1988).
Além disso, esses micro-organismos possuem em seu favor enzimas hidroliticas
extracelulares que constituem o fator de viruléncia desse género. Essas enzimas tém

capacidade de degradar queratina, mucina e coldgeno das células hospedeiras, além de
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deteriorar componentes do sistema imunologico favorecendo o aumento da aderéncia ao
tecido e maturacdo do biofilme, avancando assim o processo infeccioso (CAVALCANTE,
2017; VIEIRA, 2016). Aproximadamente 200 espécies constituem o género Candida, sendo
Candida albicans a espécie oportunista isolada com maior frequéncia em humanos.
Entretanto, dados epidemiologicos mostram espécies patogénicas de Candida ndo albicans
(C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei e C. auris) com crescimento emergente
(BEN-AMI et al., 2017; DEORUKHKAR et al., 2015; PAPON et al., 2013).

Espécies de Candida como agentes causadores da onicomicose variam
geograficamente, dessa forma sua epidemiologia ndo esta bem elucidada. A C. albicans e C.
parapsilosis sdo as espécies mais relatadas em isolados clinicos dessa infeccdo e sua
incidéncia em geral estd associada a multiplos fatores como hemodialise, transplantes,
doencas imunossupressoras e até prematuridade (AGHAMIRIAN; DAS et al., 2007,
GHIASIAN, 2010; FENG et al., 2015; TROFA et al., 2008; SAV et al., 2018). A candidiase
ungueal causada por Candida albicans inicialmente provoca alteragfes no aspecto da lamina
ungueal causando espessamento, geralmente assintomatico. Posteriormente, as unhas
acometidas tornam-se frageis, com alteracdo na cor e onicdlise. Ao progredir, essa condi¢do
patoldgica passa a causar desconforto, dor e eritema no tecido periungueal, comprometendo
a qualidade de vida e afetando atividades diarias, sociais e fisicas (TOSTI; PIRACCINI,
2018).

3.3. BIOFILMES DE Candida albicans

Os biofilmes sdo definidos como populacBes de células microbianas organizadas e
complexas com capacidade de adesdo a uma superficie, envoltos por uma matriz de produtos
extracelulares produzidos pelos proprios micro-organismos para fornecer protecdo a
populacdo microbiana que consegue se manter viavel mesmo sob condi¢Ges desfavoraveis.
O biofilme de C. albicans acontece de forma complexa, e compreende quatro etapas, sendo
a fase de adesdo a etapa inicial e mais importante para garantir a formacao do biofilme. A
aderéncia das leveduras esta associada as adesinas presentes na parede celular fungica que
interagem com a matriz extracelular do hospedeiro (ATRIWAL et al., 2022; BORGHI et al.,
2014; SARDI et al., 2014). Seguido da adesdo as microcol6nias se proliferam na base
superficial e as hifas comecam a se desenvolver na camada superior levando a fase de
maturacdo do biofilme que ocorre nas primeiras 18h a 24h. O biofilme maduro (24h a 48h) é

composto por leveduras, hifas e pseudo-hifas entrelagadas entre si envoltas por uma matriz



12

extracelular densa. A etapa final ocorre quando as células de dispersam para colonizar novos
locais e formar novos biofilmes (ALIM; SIRCAIK; PANWAR, 2018; CHEN et al., 2013).

Figura 1. Etapas de formacéo do biofilme
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(1) aproximacéo e adeséo das leveduras a superficie. (2) leveduras formando micro-colénias na base superficial
(3) hifas formando uma camada superior. (4) biofilme maduro constituido de leveduras, hifas e matriz
extracelular. (5) difusdo de novos esporos.

Fonte: GU et al., 2015.

3.4. TERAPIA FOTODINAMICA

A terapia fotodindmica (TFD) € descrita basicamente como a utilizacdo de um
composto fotossensivel ativado por um determinado comprimento de onda, capaz de
produzir espécies reativas, induzindo a apoptose celular (MACDONALD; DOUGHERTY,
2001). Essa terapia teve inicio nas antigas civilizac@es, onde os antepassados faziam uso da
luz combinada com sementes de Psoralea corylifolia no tratamento de doencas como
vitiligo e psoriase (BONNETT, 2014). O uso terapéutico da luz teve inicio em 1900, na
Alemanha, quando Oscar Raab, relatou que baixas concentra¢des do corante laranja de
acridina, associado a luz, inibiam o crescimento de alguns micro-organismos como
Paramecium caudatum (RAAB,1900).

Em 1903, a primeira aplicacdo clinica de uso topico da TFD foi utilizada no
tratamento de neoplasia cutanea e, em 1907, Tappeiner sugeriu que a interacdo entre a luz,
compostos fotossensibilizadores e moléculas de oxigénio resultavam na morte dos tecidos
tumorais devido ao estresse oxidativo provocado (VON TAPPEINER, 1903; VON
TAPPEINER; JODLBAUER, 1907). Em 1920, foi observado que o tecido tumoral
apresentava mais fluorescéncia que o tecido saudavel e que moléculas de porfirinas
apresentavam toxicidade as células humanas na presenca de luz (POLICARD, 1924). Entéo,

em 1940, porfirinas naturais foram administradas em pacientes com tumores a fim de
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detectar mais precisamente o tecido afetado atraves da fluorescéncia emitida (FIGGE, 1945;
RASSMUSSEN-TAXDAL et al., 1955).

O campo da TFD teve seu grande avanco em 1960, quando Schwartz desenvolveu
um derivado da porfirina, denominado hematoporfirina (HpD) duas vezes mais toxico,
utilizado posteriormente por Lipson como agente fotossensibilizador na destruicdo de
tecidos tumorais (LIPSON; GRAY; BALDES, 1966; MOORE 1993). Weishaupt e
colaboradores identificaram, no fim dos anos 70, que o oxigénio singleto (*O;) era o
principal produto citotoxico gerado pela reacdo de luz, fotossensibilizador e moléculas de
oxigénio (WEISHAUPT et al.,1976). Com isso, a TFD passou a ser usada contra diversos
tipos de cancer, doengas ginecoldgicas, periodontais, dermatolégicas e infecgdes
(DOLMANS; FUKUMURA; JAIN, 2003; HONGCHARU et al.,, 2000; KONOPKA;
GOSLINSKI, 2007; MAISCH, 2015).

3.5. FOTOINATIVACAO DE MICRO-ORGANISMOS

Embora a aplicabilidade da TFD contra micro-organismos tenha sido demonstrada ha
mais de 100 anos, essa técnica foi aprimorada e desenvolvida como uma terapia anticancer
e, sua utilizacdo como terapia antimicrobiana permaneceu ociosa por muitos anos, pois em
1940, as penicilinas marcaram o inicio da era dos antimicrobianos usado contra infeccBes
(FERNANDES, 2000; MOAN; PENG, 2003; WAINWRIGHT, 2002). Ja em 1945, o
primeiro relato de bactérias resistentes a penicilina era descrito (ROSSI; ANDREAZZI,
2005). O uso excessivo de antimicrobianos, a dose/duracdo do tratamento, utilizacGes
inadequadas e 0 uso desses agentes em ambiente e animais geraram uma pressao seletiva
nos micro-organismos que desenvolveram multiplas estratégias de resisténcia. Assim, a
resisténcia antimicrobiana, € atualmente um dos mais emergentes problemas de satde global
e ecologico de significativa complexidade, atingindo seres humanos, meio ambiente e
animais (WHO, 2015; SO et al., 2015; ZINSSTAG et al., 2012).

De tal forma, a fotoinativacdo de micro-organismos torna a ser alvo dos
pesquisadores como uma terapia alternativa no controle de diferentes infeccdes fungicas
e/ou bacterianas localizadas e também de desinfec¢Oes, dada sua eficacia sobre a morte de
micro-organismos, inclusive os multirresistentes, bem como a auséncia de relatos de
mecanismos de resisténcia a TFD antimicrobiana (TFDa) (HAMBLIN, 2016; JORI et al.,
2006).
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3.6. FOTOSSENSIBILIZADORES PORFIRINICOS

As porfirinas sdo macrociclos tetrapirrélicos com vinte atomos de carbono e quatro
atomos de nitrogénio interligados formando wuma estrutura aromatica. S&o
fotossensibilizadores capazes de absorver luz a um determinado comprimento de onda
(PANDEY; SMITH; DOUGHERTY; 1990). O Photofrin®, derivado da hematoporfirina, foi
0 primeiro FS utilizado na TFD aprovado por 6rgaos governamentais, contudo, mesmo
eficaz em diferentes carcinomas e outros estudos clinicos, algumas limitacdes como
absorcdo abaixo do comprimento de onda ideal para penetracdo no tecido tumoral (630 nm)
e persisténcia da fotossensibilidade cuténea, impulsionaram o desenvolvimento de FS de
segunda geracdo (STYLLI et al., 2004; KOU; DOU; YANG, 2017). Os FS de segunda e
terceira geracdo foram aprimorados quanto ao espectro de absorcdo, fotossensibilidade e
seletividade (STYLLI et al., 2004).

Na fotoinativacdo de micro-organismos, sabe-se, de acordo com estudos cientificos,
que as porfirinas neutras apresentam atividade contra bactérias Gram-positivas
diferentemente das Gram-negativas (ALVES et al., 2009). Dessa forma, as porfirinas foram
sendo transformadas atraves da modulagdo e insercdo de diferentes substituintes passando a
ter carga (catidnica ou anidnica), nas posicdes periféricas do anel porfirinico, resultando em
uma melhor interacdo do FS com as membranas celulares (BANFI et al., 2006; JORI et al.,
2006; SIMOES et al., 2016). Com relacdo ao numero de cargas nas moléculas, compostos
mono, di, tri ou tetra carregados também sdo relatados quanto a capacidade de
fotoinativacdo e producdo de oxigénio singleto, fundamental para o processo de foto-
oxidacdo (ALVES et al., 2009). A eficiéncia da fotoinativacdo das porfirinas cationicas
contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, micobacteérias, virus e fungos dermatéfitos
ja € bem estabelecida na literatura (BANFI et al., 2006; CAMINOS et al., 2008;
GUTERRES et al., 2019; LOPES et al., 2019; MERCHAT et al., 1996; ROSSI et al., 2020;
SEEGER et al., 2020; SILVEIRA et al., 2020). Entretanto, o uso da TFDa com porfirinas
catibnicas contra leveduras ainda € incipiente (CORMICK et al. 2009; ORIEL; NITZAN,
2012; QUIROGA et al., 2012; QUIROGA et al., 2020).

3.7.  MECANISMO DE FOTOINATIVACAO

O mecanismo de fotoinativacdo é baseado na combinacdo de um fotossensibilizador
(FS), luz visivel em comprimento de onda especifico para o FS (400 a 800 nm) e oxigénio
molecular (LOVELL et al., 2010; TASSO et al.,2017). O mecanismo de fotoinativacédo

(Figura 1) inicia quando determinado fotossensibilizador absorve energia de uma luz visivel,
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tornando-se excitado no estado singleto (*FS*), podendo atingir seu estado excitado tripleto
(®FS*) por processo de cruzamento interssistemas. Esse estado excitado tripleto (3FS*) pode
voltar a seu estado fundamental (*FS*) por emisséo de fosforescéncia ou pode gerar espécies
reativas de oxigénio (EROs) por dois mecanismos: Tipo | ou Tipo Il. O mecanismo do Tipo
| realiza foto-oxidacao atraves da transferéncia de hidrogénio/elétrons gerando radicais que
reagem com o oxigénio e resultam em produtos oxidados (processo redox). Ja 0 mecanismo
do Tipo Il, realiza foto-oxidacdo através da transferéncia de energia do estado excitado
tripleto das moléculas para converter o oxigénio no seu estado fundamental (302) em uma
espécie altamente reativa e citotoxica, neste caso, o oxigénio singleto (*O), capaz de
interagir com biomoléculas e induzir danos oxidativos e morte celular (PERVAIZ; OLIVO,
2006; WILSON; PATTERSON, 2008; LOPES et al., 2018).

Figura 2. Mecanismo de fotoinativagéo
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16

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. AMOSTRAS

Foram utilizados quatro isolados clinicos de C. albicans oriundos de onicomicose
cedidos pelo Laboratorio de Pesquisas Micologicas (LAPEMI) da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM) e trés cepas padrdo American Type Culture Collection (ATCC) C.
albicans ATCC 24433, C. albicans ATCC 14053 e C. albicans ATCC SC5314, pertencentes
ao Laboratério de Pesquisa em Microbiologia Oral (LAPEMICRO) da UFSM.

Fragmentos de unhas utilizados para os ensaios ex vivo foram coletados de
voluntarios saudaveis resguardados pelo projeto aprovado no Comité de Etica em Pesquisa
da UFSM (CAAE n° 65409222.0.0000.5346).

4.2. FOTOSSENSIBILIZADORES

Foram utilizadas quatro porfirinas tetra-catidnicas (Figura 3). Duas porfirinas
contendo complexos de Pt(l1l) 3PtTPyP e 4PtTPyp foram previamente sintetizadas pelo
Laboratorio de Bioinorganica e Materiais Porfirinicos (LBMP) da UFSM. As porfirinas
platinadas testadas neste estudo sdo sollveis em DMSO e estaveis nesta solucdo (NAUE et
al., 2009). As porfirinas de base livre 3H2TPyP e 4H2TPyP, sdo sollveis em &gua e foram

adquiridas comercialmente da Frontier Scientific®.

Figura 3. Representacdo estrutural das porfirinas tetra-catidnicas utilizadas no estudo.

=

A T
i an

(3-HzThePor) {4-HTMePor)



17

43. FONTEDE LUZ

Os ensaios de fotoinativagdo foram realizados sob irradiagdo LED de luz branca
(400-800 nm, faixa do visivel) de 50 mW/cm2 e dosagem de luz de 360 J/cm por 120 min.
As placas de 96 pocos irradiadas foram mantidas fechadas a uma distancia de 10 cm da luz
conforme protocolo padrdo (ROSSI et al., 2020). Todos os experimentos foram realizados

em triplicata.

4.4. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E
CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA (CFM)

A CIM das porfirinas e do antifungico ciclopirox olamina (Dermaris — Farméacia de
Manipulagdo) foi determinada pela técnica de microdiluicdo em caldo, conforme protocolo
M27-A3 do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008) com modificagdes.
Resumidamente foi adicionado 100uL de caldo Sabouraud (KASVI®) nos pogos de uma
microplaca, e, posteriormente na coluna 1 foi adicionado 100uL do tratamento testado,
porfirina ou antifungico. A partir disso foi realizada uma diluicdo seriada: para porfirinas
(faixa de concentracdo de 83,25 pug/mL — 0,325 pg/mL) e ciclopirox olamina (faixa de
concentracdo 50 pg/mL — 3,12 pug/mL) , exceto na coluna 11 que recebeu apenas meio de
cultura (controle negativo) e coluna 12 que recebeu meio de cultura e indculo (controle
positivo- cresicmento). Os inoculos foram preparados em solugdo salina estéril 0,9% e
padronizados na escala 1 de McFarland em densitémetro (DEN-1) seguidos de uma diluicédo
1:50 e 1:20 em caldo Sabouraud. Apds preparo, 100uL de cada indculo (1:20) foi
adicionado aos pocos da placa, exceto no controle negativo. As placas foram incubadas de
duas formas distintas: uma placa recebeu irradiagdo de luz branca por 120 minutos com
posterior incubagdo de 24h/37 °C e a outra placa foi incubada no escuro por 24h/37 °C . O
valor da CIM foi definido como a menor concentracdo capaz de inibir visualmente o
crescimento fungico.

Para determinar a CFM, aliquotas de 1uL de cada poco sem crescimento fangico
visivel, além do controle positivo e controle negativo, foram semeadas em placas de agar
Sabouraud Dextrose (KASVI®) e incubadas por 24h/37 °C. A CFM foi definida como a

menor concentracdo sem crescimento fungico na placa.

45. ENSAIO DE CURVA DE VIABILIDADE CELULAR
O ensaio de curva de viabilidade celular foi realizado para determinar o tempo

provavel em que o tratamento € capaz de inibir o crescimento de C. albicans. Para isso, foi
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determinada previamente a CIM da porfirina frente aos isolados pela técnica de
microdiluicdo em caldo, descrita no item anterior. Desse modo, duas placas de 96 po¢os
foram preparadas utilizando as seguintes concentracfes: 2X CIM, CIM e %2 CIM, além do
controle positivo de crescimento e controle negativo. A seguir, uma placa foi exposta a
irradiacdo com luz branca por 120 min a 37°C e a outra placa foi incubada a 37°C no escuro.
Aliquotas de 10 pL foram removidas dos pogos em diferentes tempos (0, 10, 15, 30, 60, 120
e 180 minutos) e semeadas em placas de agar Sabouraud Dextrose com o auxilio de uma
alca de Drigalski. As placas foram incubadas por 24h/37°C. Posteriormente, as colbnias
foram contadas manualmente e o valor de unidades formadoras de colénias (UFC) foi
calculado e expresso em LogioUFC/mL* (SCHWALBE; STEELE-MOORE; GOODWIN,
2007).

46. DETERMINACAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Para determinar a presenca de espécies reativas de oxigénio (EROs) atuando no
processo de fotoinativacdo, foram utilizadas cinco substancias descritas na literatura como
“sequestradores” de EROs, sendo: Acido ascorbico (AA) detecta presenca de oxigénio
singleto, N-acetilcisteina (NAC) detecta radical hidroperoxil, Acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) quelante de ions metalicos, Terc-butanol (t-BuOH) detecta radical hidroxila
e Dimetilsufoxido (DMSOQO) detecta espécies radicalares de superéxido. A CIM das
substancias isoladas foi determinada pelo ensaio de microdiluicdo em caldo que seguiu o
protocolo descrito no item 4.4. Em seguida em uma placa de 96 pocos foi realizada uma
diluicdo seriada das porfirinas e ap6s foi adicionado nos pogos 10 puL das substincias
sequestradoras em concentragfes fixas (10X % CIM). Para finalizar 100 pL de in6culo foi
adicionado aos pogos, exceto no controle negativo que recebeu apenas meio de cultura. As
placas foram irradiadas com luz branca por 120 minutos e incubadas 24h/37°C. As EROs foram
determinadas quando a CIM da porfirina testada foi aumentada na presenca de alguma
substancia sequiestradora. Esse método é bem estabelecido e de facil reproducdo para
identificar o mecanismo fotoquimico, contudo, ndo determina a localizacdo da substancia na
célula microbiana (GARCIA-DIAZ, HUANG, HAMBLIN, 2016).

4.7. TECNICA DE CHECKERBOARD
A interacdo da porfirina com o antifingico foi testada através da técnica de
Checkerboard de acordo com Vitale e colaboradores (2005). Separadamente utilizando

microtubos foram realizadas uma série de diluicbes de duas vezes cada tratamento
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(antifungico e porfirina) nos solventes correspondentes. Aliquotas de 50 pL de cada
concentragdo da porfirina foram adicionadas as colunas 2 a 11 e, em seguida, aliquotas de 50
uL de cada concentracdo do antifingico foram adicionadas as linhas B a H em uma placa de
96 pocos. Nos pocos da coluna 1 e nos pocos da linha A foram adicionados 50 puLL do meio
de cultura. Assim, a coluna 1 e a linha A receberam apenas antifungico e porfirina sozinhos,
respectivamente, sendo usados como pocos controle para determinar valores de CIM dos
compostos isolados. A coluna 12 foi divida para os controles positivo e negativo. Por fim,
100 uL do in6culo padronizado foi semeado em cada pogo, exceto no controle negativo. A
placa foi irradiada com luz branca por 120 minutos e posteriormente incubada por 24h/37°C.
A andlise de interacdo porfirina-antifingico foi calculada pelo indice de concentracdao
inibitoria fracionada (ICIF) usando a seguinte equacédo: ICIF = CIM AB/CIM A + CIM BA
/ CIM B, onde CIM AB e CIM BA sd0 as respectivas concentra¢fes inibitorias dos
compostos em associac¢ao, dividido por CIM A e CIM B (concentracdes inibitorias dos
compostos isolados). A interacdo foi classificada como sinérgica (ICIF < 0,5), indiferente
(0,5 < ICIF < 4,0) ou antagonista (ICIF > 4,0).

4.8. ENSAIO DE FORMACAO E DESTRUICAO DO BIOFILME in vitro

Os biofilmes de C. albicans foram formados de acordo com Krom e colaboradores
(2009) e Vila e colaboradores (2015) com modificagdes. Basicamente os isolados de C.
albicans foram previamente cultivados em 4gar Sabouraud Dextrose (KASVI®) por
24h/37°C. Em seguida, uma algada de leveduras (2 a 3 col6nias isoladas) foi transferida para
5mL de caldo Tripticase Soy Broth (TSB) (Laborclin®) e incubada por 24h/37°C sob
agitacdo constante de 150rpm. Apos esse periodo, foi realizada uma diluicdo (1:100) da
cultura em caldo TSB suplementado com 2% de glicose (TSB 2%). O in6culo foi
homogeneizado em vortex e 200 pL foi adicionado aos pogos de uma microplaca de 96
pocos, exceto para 0s pogos do controle negativo que receberam apenas caldo TSB 2%. A
placa foi incubada por 90 minutos a 37°C sob agitacdo constante de 150rpm para que as
leveduras se aderissem a superficie da placa (fase de adesdo). As suspensdes foram
cuidadosamente aspiradas e 200 uL de TSB 2% fresco foram adicionados aos pocos. A
placa foi novamente incubada para maturacdo do biofilme por 48h/37°C sob agitacdo
constante de 150rpm.

A quantificagdo de biomassa do biofilme formado foi realizada pela técnica de cristal
violeta 1%. O sobrenadante foi aspirado, os pocos contendo biofilme foram lavados com

solucdo salina estéril 0,9% trés vezes para remocdo das células ndo aderidas e a placa foi
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seca em estufa a 60°C por 60 minutos. Apos fixacdo os biofilmes foram corados com 200 pL
de cristal violeta 1% por 20 minutos, seguido de trés lavagens com solucéo salina estéril
0,9% para remocao do excesso de corante. Ao final, foram adicionados 200 pL de etanol
95% por 10 minutos para eluir o cristal violeta e transferidos para uma nova placa onde a
leitura da absorbancia foi realizada em um leitor de microplacas (Bio-Rad 550) em 570 nm
(CORDEIRO et al., 2015). Apos formacdo do biofilme, para avaliar a capacidade das
porfirinas reduzirem o biofilme pré-formado foram utilizadas a CIM e duas concentracdes
acima, 2X CIM e 4X CIM. O controle positivo do biofilme e o controle negativo nao
receberam tratamento. A placa foi submetida a irradiacdo com luz branca e incubada por
24h/37°C. Apos incubacao, a biomassa do biofilme foi quantificada pela técnica do cristal

violeta 1%.

49. ENSAIO FORMACAO E DESTRUICAO DO BIOFILME ex vivo

Fragmentos de unhas foram coletados, cortados, pesados e autoclavados. A formacao
do biofilme seguiu técnica desenvolvida por Vila e colaboradores (2015) com modificagdes.
Em resumo as amostras de unhas foram adicionadas nos pog¢os de uma microplaca de 96
pocos de fundo chato contendo 100uL da suspensdo de leveduras padronizadas na escala 1
de McFarland descrita anteriormente (item 4.4). As placas foram incubadas por 90 minutos a
37°C para fase de adesdo do biofilme sob agitacdo constante de 150 rpm. Em seguida as
suspensdes foram aspiradas delicadamente e 100 pL. de caldo TSB 2% foram adicionados
sobre as unhas finalizando com incubacdo de 24h/37°C. Para determinar a formacdo do
biofilme, apds incubacdo o meio de cultura foi aspirado e as unhas transferidas com o
auxilio de uma pinca estéril para microtubos tipo Eppendorf® preenchidos com 1 mL de
salina estéril 0,9%. Esses microtubos foram agitados por 10 minutos em sonicador seguidos
por 1 minuto de homogeneizacdo em vortex para desprendimento do biofilme das unhas.
Uma dilui¢do 1:100 foi realizada e 10 pL da solugdo semeada em placas de &gar Sabouraud
incubadas por 24h/37°C. A quantificacdo do biofilme foi mensurada pelo valor de unidades
formadoras de colonias (UFC) e expressa em LogioUFC/mL?. O controle positivo dos
biofilmes ex vivo receberam somente suspensdo de leveduras enquanto para o controle
negativo as unhas receberam apenas meio de cultura.

Para avaliar a capacidade de o tratamento reduzir o biofilme, as unhas contendo
biofilme previamente formado foram tratadas com a CIM e duas concentragdes acima, 2X
CIM e 4X CIM e submetidas a irradiacdo com luz branca por 60 minutos. As placas foram

incubadas por 24h/37°C e posteriormente as etapas de desprendimento do biofilme e a
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quantificacdo da destruicdo do biofilme foram realizadas conforme descrito acima nesse

item.

4.10. MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA

A microscopia de forca atbmica (MFA) foi realizada em parceria com o
Departamento de Fisica da UFSM e Departamento de Quimica da Univeridade Estadual
Paulista (UNESP) para analisar morfologia, danos celulares e forca de adesdo do biofilme.
Foi utilizado instrumento NX10 (Park Systems, Suwon, Republica da Coréia) equipado com
0 software SmartScan® (versdo 1.0) RTM 11a. As imagens da morfologia, topografia e
adesdo foram obtidas simultaneamente usando o modo nanomecénico PinPoint. Os mapas
da MFA foram obtidos utilizando uma sonda de silicio monolitico girada de alta frequéncia
(TAP300-G Budget Sensors, Bulgaria) com uma frequéncia de ressonancia nominal de 300
kHz e uma constante de forca de 40 N/m. Todas as medicGes foram feitas em condicoes
ambientais com temperatura ambiente de 21+ 5°C e umidade relativa de 50 £ 10%. As
imagens foram tratadas offline utilizando o software XEI (versdo 4.3.4,build 22, RTM1)
(GUTERRES et. al., 2022; URQUHART et. al., 2023).

4.11. CITOTOXICIDADE

A avaliacéo da citotoxicidade foi realizado de acordo com o método de Mosmann e
colaboradores (1983) pela técnica de reducdo do MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazdlio). As células utilizadas foram queratinécitos humanos (HaCaT) e células
fibroblasticas murinas (L929) adquiridas no Banco de Células do Rio de Janeiro. As células
foram cultivadas em meio Eagle modificado por Dulbecco com baixo teor de glicose,
suplementado com 10% de soro fetal bovino e penicilina/estreptomicina (100 U/L), e
incubadas a 37 C em atmosfera umidificada contendo 5,0% de CO2. Logo depois, as
células foram semeadas em placas de 96 pocos, com 3,0X10* células/poco para L929 e
4,X10* células/poco para HaCaT. As placas foram pré-incubadas por 24h/37°C. Assim que
o tratamento foi adicionado com diferentes concentracdes de porfirinas (4X CIM, 2X CIM e
CIM), as placas foram irradiadas por 120 min (irradiancia de 50 mW/cm? e dosagem total
de luz de 360 J/cm?) e incubado novamente por 24h/37°C. O reagente MTT foi adicionado
e as placas foram incubadas por 4h/37°C. O sobrenadante foi aspirado e DMSO foi
adicionado aos pocos para dissolver os cristais de formazan formados. A absorbancia foi

lida em leitor de microplacas a 570 nm.
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4.12. ANALISE ESTATISTICA
A analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA de uma via seguido pelo teste
de Tukey. Os dados foram representados como a média + desvio padrdo. Foi utilizado o

software Graph Prism 8.01. Foram considerados significativos os resultados quando P<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. CONSIDERACOES GERAIS

As principais vantagens que tornam a TFDa uma alternativa promissora incluem
efeitos colaterais reduzidos ao hospedeiro, método minimamente invasivo, amplo espectro
microbiano, eficacia independente da resisténcia antimicrobiana e ao contrario dos
antifungicos utilizados, é improvavel o desenvolvimento de mecanismo de resisténcia pois o
processo fotodindmico é um tratamento ndo seletivo com capacidade de danos em mdltiplos
alvos (MESQUITA et al., 2018; WINCKLER, 2007). As porfirinas tetra-catibnicas com
complexos periféricos de Pt(I1) sdo compostos que geram diferentes espécies reativas de
oxigénio quando sdo ativadas com irradiacdo de luz adequada, incluindo as espécies radicais
do mecanismo Tipo 1 (transferéncia de elétrons) e principalmente O através do mecanismo
Tipo 2 (transferéncia de energia) (TASSO et al., 2017; LOPES et al., 2019; COUTO et al,
2020). Além disso, sdo FS promissores de grande interesse na TFD, pois possuem
propriedades fotofisicas, fotobioldgicas e fotoquimicas adequadas na aplicacdo de processos
fotodindmicos, sdo consideradas estaveis em solucdo de DMSO (o efeito do solvente na
viabilidade celular foi descartado) e tampao, fotoestaveis quando irradiadas com luz de LED
branca e ndo formam agregados (COCCA et. al., 2018; PINTO et al., 2021; TISOCO et al.,
2022).

5.2. CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E CONCENTRACAO
FUNGICIDA MINIMA (CFM)

Os valores de CIM e CFM das porfirinas 3PtTPyP, 4PtTPyP, 3H2TPyP e 4H2TPyP
frente os isolados clinicos e cepas padrdo de C. albicans no escuro e sob irradiacdo podem
ser observados nas tabelas 1, 2, 3 e 4 respectivamente. A porfirina 3PtTPyP apresentou 0s
melhores resultados para CIM e da mesma forma para CFM demonstrando excelente
atividade antifangica in vitro quando irradiada com luz branca, resultando na fotoinativacédo
das leveduras testadas em baixas concentragdes do composto. Embora 0 mecanismo de
fotoinativacdo contra C. albicans ndo seja totalmente elucidado, estudos com diferentes FS
porfirinicos catidnicos indicaram através de marcadores fluorescentes que a porfirina se liga
a parede celular da levedura, e, somente ap0s irradiacdo foi observada a presenga do FS no
citosol da célula, sugerindo que o processo fotodindAmico favorece o aumento da
permeabilidade celular causando danos irreversiveis (LAMBRECHTS; AALDERS; VAN
MARLE, 2005; VOIT et al.,, 2021). A excelente atividade antimicrobiana da porfirina

3PtTPyP foi atualmente relatada contra micobactérias, fungos dermatofitos e virus,
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(BASSO et al., 2019; PINTO et al., 2021; ROSSI et al., 2020). Pesquisas de TFDa contra C.
albicans utilizando a porfirina 5,10,15,20-tetraquis[4-(3-N,N-dimetilaminopropoxi)fenil]
(TAPP) e seu derivado (TAPP*), meso-tetra-(4-N-metilpiridil) porfirinas cationicas
(TMPyP) e meso-tetra-(4-sulfonadas) porfirinas anidnicas (TPPS47) foram encontradas,
contudo, este é o primeiro estudo que avalia a atividade de 3PtTPyP contra essas leveduras
(CORMICK et al. 2009; ORIEL; NITZAN, 2012; QUIROGA et al., 2012; QUIROGA et
al., 2020). Considerando as melhores CIM e CFM obtidas, a porfirina 3PtTPyP foi o FS de

escolha para a realizacdo dos demais ensaios de fotoinativacéo.

Tabela 1. Valores de CIM e CFM (em ug/mL) de 3PtTPyP frente C. albicans expostas a
condicOes de irradiacdo de luz branca e escuro a 50 mW/cm2 e dosagem total de luz 360

Jicm (120 minutos).

Porfirina 3PtTPyP

CIM (pg/mL) CFM (pg/mL)
Micro-organismos ESCURO LUZ ESCURO LUZ
C. albicans IC 03 41,6 0,32 41,6 0,65
C. albicans IC 44 41,6 0,32 41,6 0,32
C. albicans IC 45 41,6 2,6 41,6 2,6
C. albicans IC 49 41,6 1,3 41,6 2,6
C. albicans ATCC 24433 41,6 1,3 83,25 1,3
C. albicans ATCC SC5314 41,6 1,3 83,25 1,3
C. albicans ATCC 14053 41,6 2,6 83,25 2,6

As porfirinas 4PtTPyP, 3H2TPyP e 4H2TPyP foram menos eficientes no processo
de fotoinativacdo apresentando baixo grau de citotoxicidade a celula fungica (tabelas 2, 3 e
4) com pouca ou nenhuma diferenca de fotoinativacao nos ciclos irradiados e escuro. A CIM
e CFM na luz ndo foram satisfatdrias, pois a dose necessaria de composto disponivel para o

processo de fotoinativacédo foi elevada.
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Tabela 2. Valores de CIM e CFM (em pg/mL) de 4PtPyP frente C. albicans expostas a
condicOes de irradiacdo de luz branca e escuro a 50 mW/cm= e dosagem total de luz 360

Jicm? (120 minutos).

Porfirina 4PtTPyP

CIM (pg/mL) CFM (pg/mL)
Micro-organismos ESCURO LUZ ESCURO LUZ
C. albicans IC 03 41,6 20,8 41,6 41,6
C. albicans IC 44 41,6 41,6 41,6 41,6
C. albicans IC 45 41,6 41,6 83,25 41,6
C. albicans IC 49 41,6 20,8 41,6 20,8
C. albicans ATCC 24433 41,6 41,6 41,6 41,6
C. albicans ATCC SC5314 41,6 20,8 41,6 20,8
C. albicans ATCC 14053 20,8 20,8 41,6 41,6

Tabela 3. Valores de CIM e CFM (em pg/mL) de 3H2TPyP frente C. albicans expostas a
condicOes de irradiacdo de luz branca e escuro a 50 mW/cm= e dosagem total de luz 360

Jicm? (120 minutos).

Porfirina 3H2TPyP

CIM (pg/mL) CFM (ng/mL)
Micro-organismos ESCURO LUZ ESCURO LUZ
C. albicans IC 03 83,25 20,8 83,25 41,6
C. albicans IC 44 41,6 41,6 83,25 83,25
C. albicans IC 45 41,6 41,6 41,6 41,6
C. albicans IC 49 41,6 41,6 41,6 41,6
C. albicans ATCC 24433 41,6 41,6 83,25 41,6
C. albicans ATCC SC5314 41,6 41,6 41,6 41,6
C. albicans ATCC 14053 83,25 83,25 83,25 83,25

Os valores encontrados para as porfirinas 3H2TPyP e 4H2TPyP podem estar
relacionados com a solubilidade do composto, haja vista que tais porfirinas sdo diluidas com
agua o que dificultaria interacdo e permeabilidade na parede celular complexa dos fungos
(LOPES et al, 2019). Ja a porfirina 4PtTPyP, apesar de ser praticamente equivalente a
porfirina 3PtTPyP quanto a geracdo de EROS, a posi¢do de ligacdo do complexo de Pt(I1)

na estrutura da molécula a torna menos soliivel em agua, DMSO, solucdo tampao e outros,
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podendo formar agregados, diminuindo sua biodisponibilidade para o processo de
fotoinativagdo, corroborando com os resultados obtidos de CIM e CFM nesse estudo
(TISOCO et al., 2022).

O valor da CIM para o antifungico ciclopirox olamina foi de 3,12 pug/mL para todas
C. albicans testadas nesse estudo e se manteve igual nas condi¢des de irradiacdo e escuro,
comprovando que o agente antimicrobiano ndo é fotossensivel. Estudos sobre a atividade
antifungica do Ciclopirox contra leveduras foram encontrados, e, os valores da CIM ficaram
entre 0,002 pg/mL — 0,69 pg/mL. Acredita-se que o mecanismo de ac¢do do ciclopirox em C.
albicans ocorra através da quelacdo de ions metalicos e inibicdo do transporte ativo de
substratos para dentro da célula, interferindo na sintese de proteinas e DNA da célula
fungica, resultando em extravasamento do material intracelular (GUPTA; KOHLI, 2003;
KOKJOHN et al., 2003). O antifungico de uso oral Fluconazol também foi avaliado para
determinar o perfil das C. albicans testadas nesse estudo e o valor da CIM foi de 64 pg/mL,
revelando resisténcia dessas leveduras segundo pontos de corte estabelecidos na norma M27

A3 do CLSI (2008) que determina a sensibilidade de leveduras a terapia antifungica.

Tabela 4. Valores de CIM e CFM (em pg/mL) de 4H2TPyP frente C. albicans expostas a
condices de irradiacdo de luz branca e escuro a 50 mW/cm= e dosagem total de luz 360

Jlcm 2 (120 minutos).

Porfirina 4H2TPyP

CIM (pg/mL) CFM (ug/mL)
Micro-organismos ESCURO LUZ ESCURO LUZ
C. albicans IC 03 83,25 41,6 83,25 41,6
C. albicans IC 44 83,25 41,6 83,25 41,6
C. albicans IC 45 83,25 41,6 83,25 83,25
C. albicans IC 49 41,6 20,8 83,25 41,6
C. albicans ATCC 24433 41,6 41,6 41,6 41,6
C. albicans ATCC SC5314 83,25 41,6 83,25 41,6
C. albicans ATCC 14053 83,25 83,25 83,25 83,25
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5.3. CURVADE VIABILIDADE CELULAR

Foi realizado o ensaio de curva de viabilidade celular para determinar a cinética da
atividade fungicida in vitro da porfirina 3PtTPyP contra duas cepas padréo de C. albicans.
Os resultados foram expressos pela contagem de células viaveis em escala logaritmica em
comparagdo com o controle positivo de crescimento (sem contato com o tratamento) nas
condicdes de irradiacdo e escuro (Figuras 4 e 5). Apés tratamento com a porfirina nas
concentracdes previamente definidas, observamos que a fotoinativacdo da cepa C. albicans
ATCC 14053 ocorreu nos primeiros 60 minutos de exposicdo a luz causando erradicacao
completa do micro-organismo testado (Figura 4A), e, conforme esperado, a concentragao de
% CIM ndo inibiu nem reduziu as UFC/mL, permanecendo com células vidveis até mesmo
no tempo de 180 minutos. O ensaio também mostrou que a presencga da porfirina no escuro
levou a inibicdo completa do crescimento fungico somente na maior concentracdo de
3PtTPyP testada (83,25ug/mL), e, no maior tempo testado (180 minutos). Ademais, nao
demonstrou atividade antifungica na CIM e %2 CIM (Figura 4B).

Figura 4. Curva de viabilidade celular de 3PtTPyP frente C. albicans ATCC 14053 nas

condicOes de irradiacédo (A) e escuro (B) no tempo de 180 minutos.
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A cepa padrdo C. albicans ATCC SC5314 também foi testada para avaliar a
viabilidade celular apos tratamento com a porfirina (Figura 5). O processo de fotoinativacao
para essa cepa deu-se logo nos primeiros 30 minutos de exposicao a luz branca (Figura 5A),
levando a erradicacdo fangica em baixas concentragdes do FS (1,3 pug/mL e 0,65 pg/mL).
Ja na condicéo escura o resultado foi semelhante ao obtido para C. albicans ATCC 14053,

onde apenas 2X CIM (83,25 pg/mL) foi capaz de interromper o crescimento do micro-
organismo (Figura 5B).

Figura 5. Curva de viabilidade celular de 3PtTPyP frente C. albicans ATCC SC5314 nas

condicOes de irradiacédo (A) e escuro (B) no tempo de 180 minutos.
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Os resultados mostram claramente que a inativacao foi dependente de irradiacao, e, a
associacdo de um FS, luz e oxigénio molecular podem inibir o crescimento fingico em um

curto periodo de tempo. Basso e colaboradores ao testarem a acdo da 3PtTPyP contra virus
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envelopado relataram a inativacdo completa do micro-organismo em baixas concentragdes
do FS no tempo de 30 e 60 minutos quando irradiado (BASSO et al., 2019). Ainda, descrito
por Rossi e colaboradores (2020), a acdo bactericida da porfirina 3PtTPyP contra

micobactérias ocorreu nas primeiras 24h apds irradiacéo.

5.4. ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Foi realizado ensaio de determinacdo de EROs para avaliar quais substancias
sequestradoras fizeram parte do processo de foto-oxidacdo. Dessa maneira, cada substancia
esta diretamente relacionada com uma EROs. Essas espécies reativas danificam proteinas,
lipidios, &cidos nucléicos, entre outros, induzindo alteragdes estruturais que levam a perda
da funcéo celular, apoptose celular ou inibicdo da viruléncia fungica (KATO et al., 2013).

Diante dos resultados mostrados (Tabela 5) das CIM obtidas na auséncia e na
presenca das EROs, podemos concluir que o mecanismo envolvido na foto-oxidagéo das C.
albicans testadas com a porfirina 3PtTPyP foi misto, ou seja, mecanismo Tipo 1 com a CIM
aumentada na presenca de NAC, evidenciando a producdo de radicais hidroperoxil, e,
mecanismo Tipo 2 com a CIM aumentada na presenca de AA revelando a producdo de

oxigénio singleto, produto fototdxico para célula fungica.

Tabela 5- Valores de CIM (ug/mL) dos micro-organismos testados para a porfirina
3PtTPyP na auséncia e na presenca de sequestradores das EROs, em condi¢des de

irradiacdo com luz branca.

Porfirina 3PtTPyP

CIM (pg/mL)
Micro-organismos CIM AA NAC EDTA t-BuOH DMSO
C. albicans IC 03 0,32 20,8 20,8 0,16 0,32 0,32
C. albicans IC 44 0,32 20,8 20,8 0,32 0,32 0,32
C. albicans IC 45 2,6 20,8 20,8 1,3 1,3 2,6
C. albicans IC 49 1,3 20,8 20,8 0,32 1,3 1,3
C. albicans ATCC 24433 1,3 20,8 20,8 0,65 0,65 13
C. albicans ATCC SC5314 1,3 20,8 20,8 0,65 13 13
C. albicans ATCC 14053 2,6 20,8 20,8 1,3 1,3 2,6

CIM — concentragdo inibitoria minima; AA — &cido ascorbico; NAC - N-acetilcisteina; EDTA - Acido
etilenodiamino tetra-acético; t-BuOH - Terc-butanol; DMSO — Dimetilsuféxido.
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As porfirinas tetra-catidnicas contendo complexos periféricos de platina(ll) testadas
sdo FS que absorvem consideravelmente luz do espectro visivel, e, na presenca de oxigénio
molecular, tornam-se mais biodisponiveis produzindo EROs garantindo assim propriedades
fotofisicas. Ademais, ndo formam agregados e sdo estaveis em solucdo, o que as torna alvo
de interesse fotoquimico como possivel alternativa no tratamento de infec¢bes cutaneas e
subcutaneas. Suas aplicacGes em processos foto-oxidativos ja foi relatada (COUTO et. al.,
2020; OLIVEIRA et al., 2017; TASSO et al., 2017). Outros estudos mostraram mecanismo
de acdo envolvendo a producdo de oxigénio singleto para a 3PtTPyP e outras porfirinas
catibnicas contra bactérias, micobactérias e dermatéfitos (BASSO et al.,2019; LOPES et al.,
2019; PINTO et al., 2021; SILVEIRA et al., 2020). O oxigénio singleto é o principal
produto da fotoinativacdo gerados pelas porfirinas tetra-cationicas, em especial as de Pt(ll).
E uma espécie altamente reativa e oxidante atuando em diferentes alvos celulares como
parede celular, membrana externa e componentes intracelulares como DNA (ROSSI et al.,
2020; XONG; TIAN; Al, 2019).

5.5. CHECKERBOARD

Os valores da CIM obtidos para a porfirina 3PtPyP na presenca de ciclopirox
olamina estdo representados na Tabela 6. Para a cepa C. albicans ATCC SC5314, a
associagdo dos compostos reduziu em 2X os valores da CIM obtidas isoladamente para cada
composto. Contudo, essa reducdo ndo foi suficiente para gerar um efeito sinérgico de
interacdo, mantendo-se o efeito indiferente um na presenca do outro. Ja a cepa C. albicans
ATCC 14053 apresentou comportamento diferente na associacdo dos compostos, onde
somente a CIM do antifangico na presenca da 3PtTPyP foi reduzida 2X enquanto a CIM da
3PtTPyP na presenga do ciclopirox se manteve a mesma do composto isolado. Ainda assim

a interacéo foi indiferente.

Tabela 6- Valores de CIM (ug/mL) no ensaio de interacdo da porfirina 3PtTPyP com

antifungico contra cepas padrdo de C. albicans em condi¢6es de irradiacdo com luz branca.

Porfirina 3PtTPyP

CIM (pg/mL)
Micro-organismos 3PPPYP (A)  ciclopitox (B) CIMA/B  CIMB/A  ICIF  Interacio
C. albicans ATCC SC5314 1,3 3,12 0,65 1,56 1 IND.
C. albicans ATCC 14053 2,6 3,12 2,6 1,56 15 IND.

" ICIF - indice de concentrago inibitéria fracionada; IND — indiferente.
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Os achados na literatura da associacdo antifangico X porfirina usando TFDa contra
leveduras ndo sdo suficientes para estabelecer a melhor combinacéo de agentes. O nimero
de estudos é limitado e as técnicas utilizadas sdo diversas, além das especificidades de cada
micro-organismo, dificultando a comparacdo direta. Contudo, o efeito sinérgico de
fluconazol e a meso-tetraquis (N -metil-4-piridil) porfirina tetra-tosilato (TMP) e o efeito
indiferente do miconazol com TMP contra leveduras foram descritos (KOKJOHN et al.,
2003; SNELL; FOSTER; HAIDARIS, 2012). O efeito indiferente relatado em alguns
estudos corrobora com nossos achados, e, embora ndo tenha sido comprovado um efeito
sinérgico de terapia combinada in vitro, o efeito aditivo ja nos sugere que o uso associado do

antifungico x terapia fotodindmica ndo gera um efeito antagdnico, que seria indesejado.

5.6. FORMACAO E DESTRUICAO DO BIOFILME in vitro

A formacdo do biofilme de C. albicans ocorre de forma complexa e orquestrada,
exigindo etapas controladas para se desenvolver. A principal etapa da formacdo do biofilme
de C. albicans € a fase de adesdo a superficie onde ocorrem interagdes fisico-quimicas e
formacdo inicial de microcolonias devido a agitacdo provocada. T&o logo as células passam a
produzir matriz polimérica extracelular (maturacdo) resultando na formacdo do biofilme,
processo que leva de 48h a 72h. Para desenvolver a formacdo do biofilme foram testados
diferentes meios de cultura (caldo Sabouraud, caldo TSB, caldo Mueller Hinton)
suplementados com diferentes concentracbes de glicose (0, 1 e 2%) em trés tempos de
incubacdo (24h, 48h, 72h) na forma estatica e sob agitacdo de 150rpm, dados ndo mostrados.
Apos analises, 0 melhor meio de cultura, suplementacdo, tempo e condicdo foram TSB 2%
de glicose no tempo de 48h sob agitacdo. Para avaliar a capacidade da porfirina 3PtTPyP de
destruir o biofilme pré-formado utilizamos 4X CIM, 2X CIM e CIM. Os resultados podem
ser observados na Figura 6.
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Figura 6. Formac&o e destruicao do biofilme in vitro de C. albicans ATCC 14053 (A)
e C. albicans ATCC SC5314 (B) ap0s tratamento com 3PtTPyP sob irradiacdo por 120
minutos.
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Diante dos resultados obtidos ap6s quantificacdo de biomassa pela técnica de cristal
violeta, fica evidente que a porfirina 3PtTPyP foi capaz de destruir significativamente o
biofilme pré-formado quando comparado ao controle positivo. Para a cepa C. albicans
ATCC 14053 (Figura A) o biofilme formado foi reduzido em 94,3% usando 4X CIM, 89,7%
quando exposto a 2X CIM e reduzido em 88,9% na CIM. Ja para a C. albicans ATCC
SC5314 (Figura 6B) o tratamento reduziu o biofilme em 83,7% quando utilizamos 4X CIM,
77,9% quando exposto a 2X CIM e reduziu o bioiflme em 79,1% na CIM. Embora o

mecanismo de destruicdo do biofilme da TFDa com porfirinas ndo seja completamente
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descrito, estudos usando fotoinativacdo com outros FS ndo porfirinicos sugerem que a acéo
contra o biofilme pode acontecer de diferentes formas, pela ligacdo do FS ativado pela luz a
matriz do biofilme e assim gerar EROs causando danos oxidativos bem como pela
desestabilizacdo dessa matriz aumentando a permeabilidade do FS para o meio intracelular
causando danos aos componentes citoplasmaticos (HU et al., 2018; WANG et al., 2015).
Estudo recente realizado por Rodrigues e colaboradores (2023) avaliou a capacidade de um
corante associado a TFD contra biofilme de C. albicans e a viabilidade celular ndo foi
significativamente eficaz, evidenciando o relevante potencial das porfirinas como PS em
nossos testes. Ainda de acordo com nossos resultados um ensaio realizado com porfirinas
catiénicas foi capaz de afetar o biofilme pré-formado de Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e C. albicans (VIEIRA et al., 2019). Embora 0s ensaios in vitro ndo possam ser
diretamente correlacionados com a destruicdo biofilme in vivo, consideramos uma

ferramenta relevante para testes iniciais.

5.7. FORMACAO E DESTRUICAO DO BIOFILME ex vivo

A placa das unhas é composta por células queratinizadas e o tecido ungueal é
classificado em trés camadas, dorsal, intermediario e ventral. As camadas possuem suas
caracteristicas singulares e por esse motivo apresentam distinta resisténcia a penetracdo de
agentes externos (tratamentos topicos). A camada dorsal € a mais externa da unha, fica
exposta, é rigida e com finalidade de protecdo forma uma barreira impedindo absor¢do de
agentes topicos, ja a camada intermediaria se apresenta um pouco mais flexivel que a dorsal.
A camada mais interna da unha e também a mais fina é a camada ventral, e, embora tenha
maior capacidade de absor¢do, um tratamento precisa atravessar as duas primeiras camadas
até alcanca-la. Além disso, € a camada mais suscetivel a proliferacdo fangica (BASWAN et
al., 2017). O tratamento da onicomicose é um grande desafio, pois além das dificuldades
encontradas nos tratamentos convencionais, 0s fungos possuem répida capacidade de
colonizacdo e em até 96h esses micro-organismos podem formar biofilme altamente aderido
exercendo papel importante na evolugdo da onicomicose (GUPTA et al., 2016). Diante da
importante funcdo estrutural das unhas e a aderéncia de uma populacdo de micro-organismos
através dos biofilmes, testamos um modelo ex vivo de formacdo e destruicdo de biofilme
(Figura 7).
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Figura 7. Formac&o e destruicdo do biofilme ex vivo de C. albicans ATCC 14053 (A)
e C. albicans ATCC SC5314 (B) apos tratamento com 3PtTPyP sob irradiacdo por 120

minutos.

C+ controle positivo; C- controle negativo; CIM - concentracdo inibitéria minima; a - p< 0,05.
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Uma das causas referente as infeccdes cronicas da onicomicose é a formacédo de

biofilmes. A presenca desses biofilmes protege os micro-organismos retardando e/ou

neutralizando a acdo dos antifungicos, alterando caracteristicas fenotipicas, aumentando

fatores de viruléncia e expressdo génica, resultando em resisténcia antimicrobiana
(AGUIAR et al.,2020; GUPTA; CARVIEL; SHEAR, 2018). Como esperado, a maior

concentracdo de PS testada (4X CIM) diminuiu a viabilidade celular da maior parte do

biofilme formado, enquanto, com resultados semelhantes, a reducdo do biofilme nas cepas
testadas foi de +70% para 2X CIM e 69% para CIM. Vila e colaboradores (2015)
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desenvolveram biofilme de C. albicans e Fusarium oxysporum em modelo de unhas,
utilizando terapia a laser de aluminio e itrio e luz pulsada, e, assim como em nossos ensaios,
obtiveram reducdo do biofilme formado para C. albicans (aproximadamente 60%). Os
estudos abordando destruicdo de biofilme utilizando a TFD e porfirinas sdo escassos para
que seja realizada uma correlagdo fiel entre resultados. Alsaif e colaboradores em 2021
trataram biofilmes in vivo de placas dentarias com a técnica de TFD e eritrosina como PS e
obtiveram reducdo na viabilidade celular de bactérias. O modelo descrito em nosso estudo é
relevante para triagens preliminares e bom candidato no tratamento antifingico de infec¢bes

crénicas quando terapias convencionais ndo apresentarem eficacia.

5.8. MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA

Os mapas da MFA 2D e 3D representativos para C. albicans ATCC 14053 sob
diferentes tratamentos (sob irradiacdo) sdo mostrados na Figura 8. Mesmo sob exposicao a
luz branca, os mapas de MFA para o controle positivo exibiram a morfologia comum da
cepa de levedura C. albicans, com a superficie composta por células compactadas
relativamente uniformes com algumas saliéncias (Figura 8a) (SUDBERY, 2011). Nesse
caso, a levedura unicelular com brotamento tinha formato esferéide com didmetro na faixa

de 2,0 a 3,0 um, o que também foi observado em resultados anteriores de MFA (TYAGI;
MALIK, 2011).

Figura 8. Imagens topograficas de MFA de C. albicans ATCC 14053 expostas a
terapia fotodinamica utilizando porfirina 3PtTPyP com irradiacdo (50 mW/cm? e dosagem

total de luz de 360 J/cm?) por 120 min.
White-light White-light
White-light + 3PtTPyP (1/2MIC) + 3PtTPyP (MIC)

um um

2D Topography

3D Morphology
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O tratamento com porfirina 3PtTPyP (tanto para ¥CIM quanto para CIM) inibiu
completamente o crescimento de C. albicans (Figuras 7b e 7c), e nenhuma célula foi
encontrada ap6s muitas execucdes de MFA. Embora a levedura unicelular pudesse ser vista
sob microscopios Opticos a uma concentracdo de ¥2CIM, a preparacdo da amostra para a
aquisicdo do mapa MFA foi um ambiente muito mais inOspito para o crescimento da estirpe
de levedura C. albicans. Além disso, os resultados dos mapas de forca de adesdo (Figura 9)
mostraram que o tratamento com porfirina aumentou as forcas adesivas entre a ponta e a

superficie da amostra.

Figura 9. Mapas de forca de adesdo de C. albicans ATCC 14053 expostos a
diferentes protocolos de terapia fotodindmica com porfirina 3PtTPyP com irradiacdo (50
mW/cm? e dosagem total de luz de 360 J/cm?) por 120 min.

White-light White-light

White-light + 3PtTPyP (1/2 MIC) + 3PtTPyP (MIC)
uN uN

As forgas de adesdo para todos os tratamentos sd&o mostrado na Tabela 7. Sob
condi¢Oes de luz branca, o valor médio da adesdo superficial aumenta com o tratamento com
porfirina 3PtTPyP para 0,381 e 0,510N para as concentracbes 1/2CIM e CIM,
respectivamente. Como visto nas imagens MFA, as amostras da cepa de levedura C.
albicans sofreram mudancas notaveis apds o tratamento com porfirina 3PtTPyP, com seu
crescimento sendo completamente inibido e/ou células sendo destruidas. Lembramos que os
tratamentos com porfirinas sdo altamente eficazes contra muitos micro-organismos, como
cepas de bactérias, embora a maioria das imagens de MFA revelasse apenas deformacéo de
bactérias e/ou reducdo do crescimento de células (VILA et al., 2015). Além disso, a imagem
nanomecanica é uma ferramenta poderosa para elucidar as propriedades adesivas de C.
albicans (FORMOSA et al., 2015; TOKARSKA-RODAK et al., 2019). Curvas forca-

distancia tém sido utilizadas para obter as forcas de adesdo entre pares bactéria-fungo e até
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visualizar as principais etapas da interacdo C. albicans-macréfago (EL-KIRAT-CHATE;
DUFRENE, 2012; OVCHINNIKOV et al., 2012). Aqui, mostramos que, embora a cepa de
levedura C. albicans estivesse ausente da superficie da amostra apds o tratamento, as forcas
adesivas foram aumentadas para que a massa residual ficasse aderida a superficie, o que

poderia ajudar a prevenir o crescimento celular futuro nesta area (Tabela 7).

Tabela 7. Valores de forca de adesdo de C. albicans ATCC 14053 expostos a
diferentes protocolos de terapia fotodinamica utilizando porfirina 3PtTPyP com irradiancia
(50 mW/cm2 e dosagem total de luz de 360 J/cm2) por 120 min.

Condicoes Forca de adeséo
Irradiacéo 0,358 £ 0,018
Irradiacdo + 3PtPyP (1/2CIM) 0,381 £ 0,050
Irradiagdo + 3PtPyP (CIM) 0,510 + 0,069

5.9. CITOTOXICIDADE

A porfirina 3PtTPyP foi diluida em DMSO e testada em trés concentracfes
diferentes definidas a partir da maior CIM obtida entre as leveduras testadas, ou seja, as
concentracdes inibitorias obtidas para a cepa de C. albicans ATCC 14053 (4XCIM - 10,4
ug/mL, 2XCIM — 5,2 pg/mL e CIM — 2,6 pug/mL). O perdxido de hidrogénio (H20,) foi
utilizado como controle positivo da morte celular contra células HaCaT e L929. Apds
irradiacdo com luz branca por 120 min (50 mW/cm? e dosagem total de luz de 180 J/cm?),
observamos que o composto DMSO e o controle H>O» reduziram significativamente a
viabilidade celular das células HaCaT em comparacao ao controle de crescimento positivo;
no entanto, as diferentes concentracdes de porfirina testadas aumentaram a viabilidade
celular das células ndo apresentando citotoxicidade (Figura 10a). Nas células L929, apenas o
controle de morte celular (H202) reduziu efetivamente a viabilidade celular. Embora o
DMSO tenha reduzido a viabilidade, ndo causou danos significativos em comparagdo com o
controle de crescimento positivo (Figura 10b). Além disso, as concentracBes de porfirina

testadas estimularam a proliferacéo celular.

Figura 10. Viabilidade celular de células (a) HaCaT e (b) L929 sob irradiacdo (50
mW/cm2 e dosagem total de luz de 360 J/cm2) por 120 min Os valores Sdo expressos como

média, desvio padrdo considerando diferenca estatistica quando p < 0,001 comparado ao
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controle de células viaveis (100%). Controle (celulas viaveis); H2O. (controle

negativo/células ndo viaveis); DMSO (controle diluente) ***p< 0,001; *p< 0,05.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo trata pela primeira vez a avaliacdo da atividade antifingica e antibiofilme
de porfirinas tetra-catidnicas contendo complexos de Pt(ll) contra C. albicans voltadas para
0 tratamento de onicomicose e 0s resultados

e A porfirina 3PtTPyP sob irradiacdo com luz branca mostrou-se mais eficiente contra 0s

isolados clinicos e cepas padrdo de C. albicans testados in vitro em baixa concentracao;

e No ensaio de curva de viabilidade celular sobre o tempo, a CIM testada foi capaz de

erradicar o crescimento de C. albicans ATCC 14053 em 60 minutos e de C. albicans

SC5314 em apenas 30 minutos de irradiacéo;

e O possivel mecanismo de fototoxicidade celular foi misto, ou seja, Tipo 1 pela producéo

de espécies radicais hidroperoxil e Tipo Il pela producdo de oxigénio singleto;

e Aassociacao da 3PtTPyP e o antifungico ciclopirox demonstrou atividade indiferente

sob irradiagao;

e Os biofilmes pré-formados in vivo e em modelo ex vivo de unhas foram reduzidos
quando tratados com trés diferentes concentracbes de 3PtTPyP e apresentaram
diferenca significativa quando comparados com o controle positivo de crescimento;

e A MFA mostrou os danos causados na morfologia, estrutura e adesdo celular apos
tratamento com PS evidenciando a fototoxicidade do tratamento nas leveduras.

e Os ensaios de citotoxicidade ndo evidenciaram potencial téxico as células de
queratindcitos e fibroblastos sendo as concentragdes testadas seguras para uso na TFD.

e Este estudo revelou que a TFD utilizando porfirinas contendo complexos periféricos de
Pt(I1) pode ser um promissor candidato como tratamento alternativo contra infecgdes
fungicas de onicomicose, auxiliando na reducdo do uso de medicamentos antifungicos

orais, principalmente para pacientes comorbidos onde os efeitos adversos sdo maiores.
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