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RESUMO

A esporotricose € uma zoonose causada pelo Sporothrix spp., fungo causador de uma micose
subcutdnea que pode progredir e se tornar sisttmica em individuos imunocomprometidos. O
tratamento convencional é baseado no uso prolongado da antifingicos, o qual pode ocasionar muitos
efeitos colaterais e, por essa razdo, faz-se necessario o estudo de alternativas que sejam eficientes
para o controle da doencga. O presente estudo teve por objetivo mostrar a eficacia do uso da Terapia
Fotodin&mica Antimicrobiana (TFDa) usando a curcumina como fotossensibilizador (FS) no controle
dos fungos S. brasiliensis, S. schenckii, e a Candida albicans como parametro comparativo dos
resultados. Além de mostrar os melhores parametros de combinagédo da TFDa com os antifiingicos
tradicionais contra esses microrganismos. Os fungos foram iluminados em Biotable® (dispositivo de
iluminacao com 24 LEDs distribuidos uniformemente) em comprimento de onda de 450 nm e dose de
luz de 31,5 J/cm? e concentragcGes de fotossensibilizador que que variaram 0,75 a 150 ug/mL de
curcumina. Apds determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do itraconazol, cetoconazol e
iodeto de potassio, a terapia antifungica foi combinada com a TFDa para verificar se, mesmo doses
subnibitérias dos farmacos utilizados seriam capazes de eliminar o Sporothrix spp. Foram utilizadas
concentracgdes de 1,5 a 15 yg/mL de curcumina e as concentracdes dos farmacos reduzindo a dose a
partir da metade dos valores de CIM obtidos. Foi encontrado um protocolo eficiente de inativacdo de
todos os microrganismos estudados com a TFDa como tratamento Unico e, em relagdo ao seu uso
combinado com o tratamento convencional, os melhores resultados foram obtidos com a realizacéo
da TFDa antes dos antifungicos, chegando a elimina¢ao total da C. albicans, do S. brasiliensis e do S.
schenckii mesmo com as subdoses tanto do fotossensibilizador como do antifingico. Para entender o
motivo pelo qual a ordem das terapias era tdo importante, foram feitos estudos do espectro de
absorcdo dos compostos individuais e de como a combinacdo poderia influenciar na dindmica da
fotodegradacgéo desses compostos. O presente estudo sugere que a TFDa usando a curcumina como
fotossensibilizador pode ser uma alternativa promissora no combate a esporotricose, principalmente
na medicina veterinaria aplicada em gatos, seja como terapia individual, seja como coadjuvante. Na
associagdo das terapias, foram encontrados protocolos in vitro que resultaram em um efeito sinérgico
na inativacdo dos microrganismos, podendo resultar em melhor resposta ao tratamento em relacéo a
reducdo do tempo de cura e dosagem dos medicamentos usados, 0 que reflete em reducdo de

custos, assim como reducao de efeitos colaterais causados do pelo prolongado dos antifiingicos.

Palavras-chave: Sporothrix, esporotricose, terapia fotodindmica antimicrobiana, curcumina, zoonose,
doencas tropicais negligenciadas.
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ABSTRACT

Sporotrichosis is a zoonosis caused by Sporothrix spp., a fungus that causes a subcutaneous mycosis
which can become systemic in immunocompromised individuals. Conventional treatment is based on
the prolonged use of antifungals, which can cause many side effects and, to improve on this, it is
necessary to study efficient alternatives. The present study aims to show the effectiveness of
Antimicrobial Photodynamic Therapy (aPDT) using curcumin as a photosensitizer in the control of S.
brasiliensis and S. schenckii, and Candida albicans as a comparative parameter for results. In addition
to showing the best parameters for combining aPDT with traditional antifungals against these
microorganisms. The fungi were illuminated via a Biotable® (lighting device with 24 evenly distributed
LEDs) at a wavelength of 450 nm and a light dose of 31.5 J/cm? with photosensitizer concentrations
ranging from 0.75 to 150 pg/mL of curcumin. After determining the Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) of the itraconazole, ketoconazole and potassium iodide, antifungal therapy was combined with
aPDT to verify whether subinhibitory doses of these drugs would be able to eliminate Sporothrix spp.
Concentrations of 1.5 to 15 pg/mL of curcumin were used, and the dosages of the drugs reducing the
dose from half of the MIC values obtained. An efficient protocol for the inactivation of all
microorganisms studied was found with a single application of aPDT and with aPDT combined with
conventional treatment. The best results were obtained with aPDT application prior to antifungals,
causing the total elimination of the Sporothrix spp. in addition to C. albicans, even with underdoses of
both the photosensitizer and antifungal drugs. To better understand the impact of the order of
therapies, studies were made of the absorption spectrum of individual compounds and how the
combination could influence the dynamics of photobleaching of these compounds. The present study
suggests that aPDT using curcumin as a photosensitizer may be a promising alternative to combat
sporotrichosis. This treatment would be especially effective in veterinary medicine to be applied in cats
as an individual therapy or as a coadjuvant. In the combination of therapies, in vitro protocols result in
a synergistic effect in the inactivation of microorganisms. This could improve the treatment of the
disease, with a reduction in both the recuperation time and dosage of drugs used, significant benefits
of this approach are overall cost reductions and lessened side effects due to preventing the prolonged

use of antifungals, while achieving an effective overall treatment.

Keywords: Sporothrix, sporotrichosis, antimicrobial photodynamic therapy, curcumin, zoonose,
neglected tropical diseases.
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Capitulo 1 - Introducéao

1.1 Caracteristicas gerais da esporotricose

O Sporothrix spp., microrganismo causador da esporotricose, € um fungo
termodimorfico pertencente a Familia Ophiostomataceae e que estid presente em
solos ricos em material organico e na vegetacao (IVIDY, 2019). Sua classificacdo

taxondmica é mostrada na Tabela 1.

Tabela 1. Classificagédo taxonémica do fungo Sporothrix.

Reino Fungi

Filo Ascomycota
Ordem Ophiostomales
Classe Sordariomycetes

Subclasse Euascimycetes
Familia Ophiostomatacea

Género Sporothrix

Fonte: LIMA, 2020.

Pode se apresentar na forma filamentosa, quando cultivado na faixa de
temperatura de 25 a 30 °C, e em forma de levedura, quando cultivado na faixa de 35
a 37 °C ou presente no tecido animal, sendo esta Ultima também conhecida como
forma parasitaria (IVIDY, 2019). A forma filamentosa é caracterizada por hifas
hialinas septadas e grupos de conidios, podendo ser globosos ou ovais.
Macroscopicamente, essa forma pode apresentar coloracdo branca, marrom ou
enegrecida em razdo da producdo de melanina. As leveduras apresentam,
microscopicamente, forma alongada de charuto ou ovais e globosas, ja suas
colénias, macroscopicamente, sao lisas e apresentam coloracdo creme (LIMA,
2020). A Figura 1 mostra a macroscopia de leveduras e de filamentos de S.
brasiliensis e S. schenckii com coloracdo branca e a Figura 2 mostra as duas formas

do S. brasiliensis ao microscopio optico.
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Figura 1. Macroscopia do fungo Sporothrix brasiliensis em sua forma filamentosa (A) e leveduriforme
(B) e do S. schenckii em suas formas filamentosa (C) e leveduriforme (D) cultivados em placa de Petri
em meio Sabouraud Dextrose Agar. Elaborado pela autora, 2023.

Figura 2. Microscopia Optica das formas do S. brasiliensis em aumento de 40x. (A) forma filamentosa,
com destaque para 0s conidios agrupados ao redor das hifas. (B) as leveduras do fungo. Elaborado
pela autora, 2023.

Estudos recentes propdem o agrupamento dos 53 géneros encontrados em
clados, justificado pela existéncia de diferentes caracteristicas epidemioldgicas e de
viruléncia entre as espécies. O clado patogénico agrupa as espécies capazes de
causar danos consideraveis a saude. Neste clado estéo inclusos o S. brasiliensis, S.
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schenckii, S. globosa e 0 S. luriei, espécies mais relatadas em infec¢cdes humanas e
animais. O clado ambiental, com maior nimero de exemplares, abrange espécies
raramente associadas as infecgbes (RODRIGUES, 2020).

Além do dimorfismo e da producdo de enzimas extracelulares que facilitam
sua adeséo a célula hospedeira, o Sporothrix spp. possui a melanina como fator de
viruléncia. A melanina confere ao fungo a coloracdo enegrecida, como mostrado na
Figura 3, o protege contra a fagocitose do sistema imune, contra a agdo de farmacos
e de raios ultravioletas. Esses mecanismos garantem a sua sobrevida no ambiente e
no tecido animal estando associados ao impacto que causam em um hospedeiro
(MARIO, 2015).

Figura 3. S. schenckii com pigmentacdo enegrecida devido a presenga da melanina como fator de
viruléncia. Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

O Sporothrix spp. foi descrito pela primeira vez por Benjamin Schenck em
1898, nos Estados Unidos, apos cultivo e isolamento do microrganismo coletado de
lesbes ulceradas de um paciente do Hospital John Hopkins, em Baltimore.
Entretanto, em relacéo a distribuicdo mundial, o0 agente causador da esporotricose
possui uma maior ocorréncia em paises de clima tropical e subtropical. O maior surto
envolvendo humanos ocorreu entre os anos de 1938 e 1949, na Africa do Sul, no
qual mais de 3 mil trabalhadores de uma mina foram infectados pelo microrganismo

(RODRIGUES, 2020). Um grande aumento no numero de casos foi relatado no
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Japao entre as décadas de 40 e 80, com reducdo significativa na casuistica depois
desse periodo, ap0s mudancas nas praticas agricolas, as quais afastaram os
trabalhadores do contato direto com o solo. Na China, séo relatados inUmeros casos
da esporotricose, principalmente no nordeste do pais. Além do continente Africano e
Asiatico, a doenca também foi relatada na Oceania e América Latina, tendo
praticamente desaparecido da Europa apos a Segunda Guerra Mundial. Nos EUA, o
maior surto ja registrado foi em 1988, com 84 casos relatados (CHAKRABARTI,
2015).

No Brasil, a doenca foi descrita pela primeira vez em 1907 por Adolfo Lutz e
Alfonso Splendore em estudos com ratos e humano, a partir de infec¢cbes causadas
naturalmente. Desde entdo, o niUmero de casos da esporotricose humana e felina
vem crescendo, e ja é relatada em quase todos os estados brasileiros,
principalmente no Rio de Janeiro, outros estados do Sudeste e do Sul, com aumento
da casuistica no Nordeste, especialmente no Rio Grande do Norte, Paraiba e
Pernambuco, segundo levantamentos recentes, como mostrado na Figura 4
(RODRIGUES, 2020).

-70° +-50° 40" N 70° »750° 40 N

BRAZIL BA

-20°
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Scale 1: 25 000 000
125 0 250km
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Figura 4. Estados brasileiros onde a esporotricose esta presente em (A) humanos e (B) gatos.
Adaptado. Fonte: RODRIGUES, 2020.

No estado do Rio de Janeiro a doenca possui notificagdo compulséria, devido
ao numero exorbitante de casos relatados, o que faz a esporotricose ser
considerada hiperendémica na regido. Nos anos de 1997 a 2015, foram registrados
4.517 casos de esporotricose em humanos e, de 1998 a 2018, 5.113 gatos, segundo
a Fundacdo Osvaldo Cruz (GREMIAO et al., 2020). Nos casos acometendo
humanos, a maioria dos infectados possuia nivel socioeconémico mais baixo e se

tratavam de mulheres acima de 40 anos, responsaveis pelos afazeres domésticos e
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cuidados com os animais ou, ainda, criancas que costumavam brincar com animais
infectados (VIANA, 2016).

Devido ao dificil acesso aos casos ocorridos nos estados onde a notificacao
ndo é compulsoria, acredita-se que o numero de animais e humanos infectados seja
muito maior do que o estimado. Desde 2020, passaram a ter notificacdo obrigatoria
também o estado de Mato Grosso do Sul e Pernambuco, o municipio de Sao Paulo,
Guarulhos (S&o Paulo), Camacari (Bahia) e Conselheiro Lafaite (Minas Gerais)
(GOVERNO DO ESTADO DO MATO GROSSO DO SUL, 2021; PREFEITURA DE
SAO PAULO, 2020)

O gato domeéstico é o principal animal envolvido na transmissao da
esporotricose, mas a doenca ja foi reportada em raposas, caes e cavalos. O gato
adquire a doenca naturalmente e inocula as leveduras, presentes em grande
guantidade na sua cavidade oral e unhas, através da mordedura e arranhadura.
Devido as caracteristicas comportamentais inerentes a espécie felina, como
marcacao territorial através da arranhadura em tronco de arvores, brigas territoriais e
durante o acasalamento, o ato do grooming e pelo habito de cobrir seus dejetos com
terra para despistar possiveis predadores, a incidéncia da esporotricose em gatos é
maior. Portanto, gatos de vida livre ou semi-domiciliados, machos e ndo castrados
possuem a maior probabilidade de contrair a doenca (FIOCRUZ, 2018).

A infeccdo pelo Sporothrix spp. em humanos esta relacionada a traumas na
pele ocasionados por acidentes envolvendo matéria vegetal contaminada ou
mordedura e arranhadura ocasionadas por animais infectados. A inoculacdo também
pode ser realizada através do contato com o exsudato das lesdes contaminadas e
através do manuseio do fungo em laboratério (FIOCRUZ, 2018).

A esporotricose também ¢é considerada uma doenga ocupacional, pois
profissionais que atuam com jardinagem, agricultura, laboratério e médicos
veterindrios sdo 0s mais predispostos a contrair a doenga (FIOCRUZ, 2018). O
tempo de incubacdo e aparecimento dos sintomas varia de acordo com a forma na
qual o hospedeiro se infectou, sendo maior quando a contaminacdo se da pelo
contato com os filamentos, uma vez que eles sofrerdo mudancas até se tornarem
leveduras e colonizarem o tecido subcutaneo (hipoderme) do hospedeiro (BARR;
BOWMAN, 2010; MARIO, 2015).

O diagnéstico da esporotricose se da atraves da associacao do histérico do

paciente, dos dados epidemiolégicos da regido e do exame fisico, no qual sera
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observada a presenca de pustulas, lesdes ulceradas e nodulares (BARR; BOWMAN,
2010; MARIO, 2015).

A esporotricose pode se manifestar na forma cutanea, linfocutanea e
sistémica. Na forma cutanea ha o surgimento de feridas ou abcessos em tronco,
cabeca ou membros e que, se nédo tratadas inicialmente, podem progredir para a
formacdo de nodulos firmes, de aspecto semelhante ao um rosario, apos sua
disseminacgéo pelos vasos linfaticos, caracterizando a forma linfocutanea da doenca
(IVIDY, 2019). A forma sistémica € rara e costuma acometer individuos
imunocomprometidos nos quais as lesbes podem ser encontradas em 0Ss0S e
articulacbes, pulmdes e sistema nervoso e 0 hospedeiro pode apresentar mal-estar
e febre (BARR; BOWMAN, 2010; FIOCRUZ, 2018; IVIDY, 2019). A Figura 5 mostra
um paciente felino apresentando lesées nodulares e ulceradas na cabeca e uma

lesé@o ulcerada no membro onde houve a inoculacao inicial do fungo.

Figura 5. Felino apresentando lesGes nodulares em cabeca e leséo ulcerada em membro anterior
esquerdo, compativeis com lesdes de esporotricose. Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

A partir da observacédo das lesdes, o clinico pode confirmar o diagnostico,
muitas vezes, através da citologia obtida a partir do exsudato das lesdes, histologia
do tecido comprometido e cultura do material coletado, sendo este ultimo
considerado o padrao ouro no diagndstico da esporotricose. Exames soroldgicos e

PCR ainda sao pouco utilizados na rotina por apresentarem alto custo (IVIDY, 2019).
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1.1.2 Tratamentos convencionais

O tratamento da esporotricose deve ser precoce para evitar a progressao da
doenca, especialmente em imunossuprimidos, pois pode causar o 6bito destes
individuos (GOVERNO DO ESTADO DO MATO GROSSO DO SUL, 2021). O
tratamento mais utilizado é a administracdo de antifingicos orais, porém, seu uso
pode ocasionar muitos efeitos colaterais, como anorexia, vémito, ndusea e danos
hepéticos. A Tabela 2 mostra a variedade de drogas antifingicas que podem ser
empregadas no tratamento, mas, a escolha do farmaco depende da apresentacao e
extensdo da lesdo, agente etiolégico e da condicdo imunoldgica no paciente. O
farmaco de escolha é o itraconazol, que pode ser associado ao iodeto de potassio
em casos irresponsivos. O cetoconazol pode ser utilizado, porém estd mais
associado a efeitos colaterais nos pacientes do que qualquer outro medicamento. Na
medicina humana, podem ser empregados a terbinafina, o fluconazol e a
anfotericina B, porém, sdo poucos os estudos destas drogas na Medicina Veterinaria
(ROCHA, 2014; GUIMARAES; GORNIAK, 2017; GREMIAO et al., 2020;
RODRIGUES, 2020).

Tabela 2. Principais farmacos utilizados no tratamento da esporotricose

Grupo Mecanismo de Principio ativo Caracteristicas Efeitos colateriais

acao

Triazois Inibic&o da | Itraconazol - Altamente lipofilico | Nauseas, dores
sintese de - Biotransformacédo | abdominais,
ergosterol, hepatica embriotoxicidade,
causando teratogénico.
alteracéo na | Fluconazol - Excregéo renal Nauseas, dores
permeabilidade da abdominais, émese,
membrana. diarreia, lesGes

cutaneas.

Imidazois Inibic&o da | Cetoconazol - Melhor absorvido | Emese, nauseas,
sintese de em pH &cido distirbios em trato
ergosterol, - Biotransformacédo | gastrointestinal,
causando hepética dores abdominais,
alteracao na inapeténcia, prurido,
permeabilidade da alopecia, elevacédo
membrana. das enzimas

hepaticas, inibicao
da sintese de
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testosterona,

teratogénico.

Poliénicos Comprometimento | Anfotericina B - Produzida pelo | Nefrotéxicidade,
do metabolismo Streptomyces alteracao eletrolitica,
celular através de nodosus calafrios, febre,
ligagbes - Efeito fungostéatico | flebite.

irreversiveis ao

ergosterol.

Alilaminas Alteracéo na | Terbinafina - Ceratinofilico Distlrbios em trato
sintese do - Altamente lipofilico | gatrointestinal
ergosterol, - Atividade fungicida
através da ou fungistatica
inibicdo da - Biotransformagéo
enzima esqualeno hepatica
epoxidase.

Outros Modulacéo da | lodeto de | - Baixo custo Secrecdo ocular e
resposta imune do | Potassio - Hidrossoluvel nasal, émese,
hospedeiro - Fotossensivel anorexia.

Contraindicado em

tireoideopatas.

Fonte: GUIMARAES: GORNIAK, 2017.

A terapia realizada por antifungicos é de longa duracdo, sendo utilizada em
média, durante 3 a 12 meses. ApOs a cura clinica, que se da apls o
desaparecimento das lesfes, recomenda-se que o farmaco ainda seja administrado
por mais 1 a 2 meses e, em caso de recidiva, recomenda-se que o medicamento
seja utilizado em dosagem dobrada (GREMIAQO et al., 2020).

Especialmente para casos veterinarios, a longa duracdo do tratamento, o alto
custo dos medicamentos e a dificuldade em administrar o farmaco nos pacientes
felinos, assim como a dificuldade em manter os animais doentes isolados, a falta de
guarda responsavel e a grande incidéncia de efeitos colaterais, Todos esses fatores
podem levar os proprietarios dos animais doentes a recorrer a eutanasia ou, ainda,
ao abandono dos animais, 0 que contribui para a disseminagcdo da doenca no
ambiente (GREMIAO et al., 2020).

Todos esses problemas, somados ao surgimento de cepas resistentes

impulsionam a busca por novas modalidades terapéuticas que sejam eficazes,
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rapidas, tenham baixo custo e que sejam de facil administracdo no tratamento da
esporotricose.

Nesse campo, surgiram a termoterapia, a exérese cirlrgica e a criocirurgia
que sao modalidades recentes no tratamento da esporotricose e que s6 podem ser
empregadas apdés andlise criteriosa das lesdes (GREMIAO et al., 2020;
RODRIGUES, 2020). A Inativacdo Fotodindmica surge como alternativa aos
tratamentos existentes, pois vem mostrando eficacia na cura de infec¢bes causadas
por microrganismos em estudos recentes, principalmente para doencas de pele,
inclusive contra o Sporothrix spp., utilizando diferentes fotossensibilizadores, como o
complexo de ruténio (TIBURCIO et al., 2022), metilaminolevulinato (GILABERT et
al., 2014) e o azul de Metileno (LI et al., 2019).

1.2 Terapia Fotodinamica antimicrobiana

A Terapia Fotodinamica (TFD), também conhecida como “PDT” (do inglés,
Photodynamic Therapy) é uma técnica empregada no tratamento de tumores,
infeccbes causadas por microrganismos, na agricultura e na descontaminacédo de
alimentos. Essa técnica utiliza a interacdo simultanea da luz, de uma substancia
fotossensibilizadora (FS) e do oxigénio molecular que, juntos levam a reacdes
fotoquimicas causadoras de morte celular de espécies-alvo. Quando utilizada no
controle microbiolégico de bactérias, fungo e virus € denominada Inativacao
Fotodinamica (IFD) ou Terapia Fotodinamica antimicrobiana (TFDa) (VOLLET-
FILHO; INADA, 2017).

O uso da luz como terapia ndo € recente e vem sendo relatado desde a
Antiguidade, pelos egipcios, com o uso da luz solar para tratar enfermidades fisicas
e mentais (PRATAVIEIRA et al., 2015). As primeiras observacfes sobre a interacéo
de substancias atoxicas e luz visivel foram acidentais, realizadas pelo alemao Oscar
Raab durante seus estudos sobre 0 agente causador da malaria, no periodo de 1897
a 1898, ao incidir luz branca em culturas de Paracecium caudatum impregnadas
com corante acridina, sendo, essa interacdo capaz de gerar um efeito citotoxico no
parasita. Em 1975, foram tratados tumores em camundongos, pela primeira vez,
utilizando a Terapia Fotodindmica e, em 1976 foi iniciado um estudo sobre os efeitos
da técnica em cancer de bexiga em humanos (SOARES, 2019). Os primeiros

estudos no Brasil tiveram inicio no ano de 1998 em tumores humanos e, desde
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entdo, grupos de pesquisas e hospitais vem trabalhando em parcerias para
aprimoramento e divulgacédo da PDT (PRATAVIEIRA et al., 2015; SOARES, 2019).

Na Medicina Veterinaria, a PDT vem ganhando cada vez mais visibilidade,
com diversas aplicacdes, indo de grandes relatos de caso no tratamento de tumores
em cdes e gatos (LUCROY, 2003) até em micoses profundas no tratamento da
pitiose em cavalos (PIRES, 2012).

Trata-se, portanto, de uma técnica relativamente nova que vem sendo
estudada mundialmente e possui efetividade comprovada. Suas vantagens de uso
incluem baixo preco, possibilidade de execug¢do em locais de infraestrutura simples,
protocolo clinico nado-invasivo e relato de poucos efeitos colaterais (BAGNATO,
2015; BAGNATO, 2017), além disso, ainda ndo foram encontrados relatos de
resisténcia microbiana relacionada a TFDa, pois essa terapia age de maneira
inespecifica (SOARES, 2019).

1.2.1 Mecanismo da Terapia Fotodinamica Antimicrobiana

A técnica é relativamente simples e € iniciada apds a administracdo do agente
fotossensibilizador (FS) no paciente, seja pela via intravenosa, oral ou pela via
tépica. Em seguida, a droga precisa ser absorvida e acumulada pelas células-alvo e,
para isso acontecer, € necessario um tempo de incubacdo do FS, chamado de
“‘intervalo droga-luz”, o qual pode variar de minutos a horas, a depender da
substancia utilizada e da via de aplicacdo. O fotossensibilizador € absorvido por
todas as células do organismo, mas € eliminado rapidamente pelas células
saudaveis, devido a eficiéncia de seus mecanismos de prote¢cdo. Em contrapartida,
células alteradas (como tumorais ou microrganismos) possuem metabolismo
alterado, permitindo um maior e mais rapido acumulo desse FS (GRECCO;
MORIYAMA, 2015).

ApOs a incubagéo do farmaco, a leséo é iluminada por luz em comprimento de
onda correspondente ao espectro de absor¢cdo do FS. Ao serem iluminadas, as
moléculas do FS absorvem energia e saem de seu estado fundamental, para um
estado energético mais elevado. Desse estado, elas podem voltar para o estado
fundamental emitindo calor ou luz (em um processo chamado fluorescéncia). Por um
processo chamado cruzamento intersistema, essas moléculas podem ir para um

estado metaestavel. Desse estado, existe a possibilidade de interagir com moléculas
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gue estdo ao seu redor, produzindo radicais livres que, por sua vez, interagem com
0 oxigénio molecular e voltar para o estado fundamental emitindo calor ou luz
(agora, chamado de fosforescéncia). Nessa interagéo, conhecida por reagao tipo I,
ocorre a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) capazes de oxidar
biomoléculas e causar a morte celular através de desequilibrios fisioldégico e
bioquimico. Estas reacfes estdo representadas através do diagrama de Jablonski
contido na Figura 6. Outro tipo de reagdo que pode ocorrer € a do tipo Il, com
formacéo de oxigénio singleto. A molécula de FS em seu estado tripleto excitado,
transfere energia para o oxigénio presente nas células, no estado tripleto, e depois
volta para seu estado fundamental. O oxigénio tripleto excitado sofre cruzamento
intersistema, resultando na formacao de oxigénio singleto, o qual é altamente
citotdéxico, pois altera a permeabilidade da membrana celular e gera danos as
organelas e membranas (GRECCO; MORIYAMA, 2015; PRATAVIEIRA et al. 2015;
VOLLET-FILHO; INADA, 2017).
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Figura 6. Diagrama de Jablonski (adaptado). Fonte: SANTOS, 2018.

Na Terapia Fotodinamica as fontes de luz mais utilizadas séo o laser e o LED.
O Laser vem sendo utilizado desde a década de 60 e, na PDT, possui vantagens
como alta monocromaticidade e a capacidade de permitir o acoplamento de fibras
Opticas, possibilitando o acesso da luz a diferentes regides. Porém, os equipamentos
possuem um custo alto, gerando, consequentemente aumento do preco da

aplicagéo terapéutica da TFD. LEDs séao diodos emissores de luz que podem ser
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construidos em diversos formatos, auxiliando os experimentos laboratoriais e
aplicacao clinica da TFD. Séao fontes mais baratas e muito eficazes em todo o
espectro de luz visivel e vem tornando a técnica cada vez mais acessivel para o
tratamento de diferentes doencgas (BUZZA et al., 2015; PANHOCA, 2017).

A escolha da fonte de luz a ser utilizada dependera da profundidade da lesao
a ser tratada, pois a luz precisa chegar até ela para que haja um efeito fotodinamico.
Além da profundidade, a molécula de FS determina o comprimento de onda a ser
utilizado no tratamento (VOLLET-FILHO; INADA, 2017). Comprimentos de onda na
regido do azul sdo utilizados para tratamentos de lesdes mais superficiais, enquanto
comprimentos de onda na regido vermelha sdo penetraveis nos tecidos mais
profundos (SOARES, 2019). Portanto, no tratamento de leses mais superficiais €
possivel utilizar comprimentos de onda mais baixos, como no caso de lesdes iniciais

da esporotricose, podendo ser usada a luz azul.

1.3 Fotossensibilizadores - Curcumina

Os fotossensibilizadores utilizados na terapia fotodinamica sdo substancias
capazes de absorver energia luminosa e promover a fotoexcitacdo ou reacbes
guimicas em variados tipos de moléculas através de processos de transferéncia de
energia (ULIANA et. al, 2017). S&o classificados como de primeira, segunda e
terceira geracdo. Os FS de 12 geracao, representados pelos derivados da porfirina,
foram muito utilizados no passado, mas por apresentarem uma gama de efeitos
colaterais, foram deixados de lado com o surgimento dos fotossensibilizadores de 22
geracdo que prometiam melhor capacidade de absor¢cdo e maior eficacia na
producdo de oxigénio singleto, além de diminuir o tempo de fotossensibilidade no
paciente tratado. Nesse grupo estdo inclusas as ftalocianinas, derivados de
benzoporfirina, clorinas texafirinas e corantes. Os fotossensibilizadores de 32
geragdo, também conhecidos como “farmacos inteligentes” correspondem a
conjugacéao dos FS de 22 geragdo com anticorpos, polimeros, lipossomas ou outras
moléculas que permitam direcionar seletivamente o FS para o tecido tumoral, mas
ainda ndo estdo disponiveis comercialmente. Os FS podem, ainda, ser de origem
sintética ou de origem natural como as clorinas, as bacterioclorinas e a curcumina
(ULIANA et al., 2017).
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A curcumina (CUR) é um fotossensibilizador obtido a partir do Acafrdao da
india (rizomas de Curcuma longa), pertencente a familia Zingiberaceae, planta
originaria da india. Possui coloragdo amarela intensa, é pouco solGvel em agua e
muito solavel em solventes organicos como em dimetilsulféxido (DMSO) e o &lcool
etilico. E muito utilizada na culinaria e na medicina por possuir propriedades
antioxidantes, anti-inflamatérias e antimicrobianas. As principais substancias
envolvidas nas atividades fotobioldégicas da Curcuma longa sdo a curcumina, a
demetoxicurcumina e a bis-demetoxicurcumina (ULIANA et al., 2017).

Possui pico de absorcdo de aproximadamente 430 nm, como mostrado na
Figura 7, e, por ser uma regido do espectro de luz visivel, possui baixa penetracéo
nos tecidos biolégicos, podendo ser utilizado em infec¢des iniciais e superficiais.
Estudos mostram que a curcumina pode ser um excelente fotossensibilizador a ser
utilizado no tratamento de onicomicoses e afeccbes orais (SILVA, 2017). Assim,
pode ser um fotossensibilizador acessivel para o tratamento de esporotricose,
especialmente no tratamento veterinario.
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Figura 7. Espectro de absor¢do da curcumina com pico em 423 nm. Fonte: Elaborado pela autora,
2023.

Até o0 momento, sdo poucos o0s estudos nos quais utilizam a TFD na

inativagdo microbiana dos fungos Sporothrix spp. nos quais sao relatados os
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fotossensibilizadores complexo de ruténio (TIBURCIO et al, 2022),
metilaminolevulinato e o azul de Metileno (GILABERTE et al., 2014; LI et al., 2019),
sendo este Ultimo, toxico para gatos por oxidar as hemoglobinas da espécie,
causando hemolise intravascular e anemia (FOSSUM, 2015). Por ser de baixo custo
e por ndo apresentar toxicidade, a curcumina pode se mostrar uma excelente
alternativa como fotossensibilizador a ser utilizado no tratamento da esporotricose
usando a TFDa como modalidade terapéutica, especialmente na medicina
veterinaria.

Na tentativa de otimizar os tratamentos existentes, também existe a
possibilidade da associacdo da TFDa com a terapia antifungica, como ja vem sendo
estudada em associagdo a antibidticos a outros FS n&o curcuminoides (PEREZ-
LAGUNA et al., 2019). Esse tipo de associagédo deve ser analisada, primeiramente,
em estudos in vitro, pois, se aplicada da forma incorreta, pode atrapalhar os
resultados obtidos com a monoterapia, tanto antimicrobiana, quanto a TFDa.

O uso da TFDa, portanto, vem como opg¢édo de tratamento adjuvante em
casos superficiais da esporotricose ou combinado com antifangicos para reduzir
dose e tempo de tratamento dessas medicacdes, sendo o0 objeto de estudo deste

trabalho ambas as possibilidades em estudos in vitro.

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivos gerais

Comprovar a efetividade in vitro da curcumina como agente
fotossensibilizador na morte dos fungos S. brasiliensis e S. schenckii com acgéo
individual e em conjunto com os antifingicos itraconazol, cetoconazol e iodeto de

potassio.

1.4.2 Objetivos especificos

e Caracterizacdo da curva de crescimento do S. brasiliensis e do S.
schenckii.

e Determinagdo do intervalo droga-luz da curcumina nos fungos
causadores da esporotricose.

e Avaliacdo da Inativagdo microbiana utilizando curcumina como

fotossensibilizador.
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e Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima dos antifungicos
itraconazol, cetoconazol e iodeto de potassio frente ao Sporothrix spp. e C.
albicans.

e Avaliacdo do efeito in vitro na associacdo entre a terapia antifingica
com a Inativagcédo Fotodinamica.

e Avaliacdo do “fotobranqueamento” (photobleaching) da curcumina e
dos antifingicos itraconazol, cetoconazol e iodeto de potassio sob a¢édo da luz

azul.
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Capitulo 2 - Materiais e Métodos

2.1 Microrganismos

Foram utilizados o0s microrganismos causadores da esporotricose (S.
brasiliensis e 0 S. schenckii), e também a Candida albicans, que foi usada para a
comparacao dos resultados.

Os isolados S. brasiliensis (CFP 00551) e S. schenckii (CFP 00746), cedidos
pela Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), foram cultivados nas formas filamentosas
e leveduriforme em meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA). Para os estudos foi pré-
inoculado uma aliquota do fungo em meio Yeast Peptone Dextrose (YPD)
mantendo-os em temperatura de 25 °C para a forma filamentosa e de 37 °C para as
leveduras. O isolado C. albicans (ATCC 90028), também cedido pela FIOCRUZ, foi
cultivado em meio Sabouraud Dextrose Agar a 37 °C.

2.1.1 Sporothrix spp.

Apés reidratacdo das amostras liofilizadas, para os estudos in vitro foi
utilizada uma aliquota de 50 pL de solugdo contendo os fungos a partir do pré-
indculo e transferida para cultivo para um tubo falcon contendo 10 mL de meio YPD
em condicdes de temperatura ajustadas para cada forma flngica, ou seja, 25°C para
a forma filamentosa e 37°C para a forma leveduriforme. Apds crescimento, 0s
microrganismos foram homogeneizados em vértex por 30 segundos e, em seguida,
centrifugado a 4.000 RPM por 10 minutos, sendo o sobrenadante descartado em
seguida. O microrganismo foi ressuspendido em 10 mL de solucdo salina estéril.
Esse procedimento foi repetido trés vezes para lavagem do material. A densidade
optica (D.O.) foi ajustada em espectrofotbmetro em comprimento de onda de 530
nm, resultando em uma solucdo de, aproximadamente, 10% - 10° unidades

formadoras de colonia por mL (UFC/mL) de fungo em escala logaritmica.

2.1.2 Candida albicans

Apo6s hidratar a amostra liofilizada, o fungo foi transferido para uma placa de
Petri contendo meio Sabouraud Dextrose Agar e foi cultivado a 37 °C durante 24
horas. Em seguida, uma aliquota de fungo foi transferida, com o auxilio de um Swab
estéril, para um tubo falcon contendo 10 mL de solugéo salina estéril. O conteudo foi

homogeneizado em vortex durante 30 segundos e, em seguida, foi levado a



32

centrifuga por 10 minutos a 4.000 RPM para que todo o meio de cultivo fosse
retirado da amostra. Esse procedimento foi realizado trés vezes. A D.O da C.

albicans foi ajustada para 10° UFC/mL, em comprimento de onda de 530 nm.

2.2 Curva de Crescimento

A curva de crescimento microbiano foi tracada para as espécies S.
brasiliensis e S. schenckii para determinacéo das fases exponenciais e estacionarias
destes fungos, uma vez que a curva da C. albicans ja era bem estabelecida
(MAIDAN et al., 2008).

Sessenta tubos falcons contendo, cada um, 10 mL de meio YPD, receberam o
volume de 50 uL de solugdo de microrganismo cada. Os tubos foram divididos
igualmente em quatro grupos. O grupo 1 e 2 cultivaram, respectivamente, a forma
filamentosa e leveduriforme do S. brasiliensis e o grupo 3 e 4, a forma filamentosa e
leveduriforme do S. schenckii, respectivamente.

Diariamente, durante 15 dias, a densidade optica (D.O.) do tubo referente ao
dia de crescimento foi medida através do espectrofotbmetro no comprimento de
onda 530 nm e, em seguida, foram cultivados 33 puL do fungo em placa de Petri
contendo meio SDA, em triplicata, para a contagem de UFC/mL. As placas foram
armazenadas em temperaturas de 25°C para a forma filamentosa e de 37°C para a

forma leveduriforme.

2.3 Determinacéo do intervalo droga-luz

Para avaliar se o fotossensibilizador escolhido poderia penetrar pela parede
celular do Sporothrix spp. e em quanto tempo esse processo ocorreria, foi utilizada a
microscopia de fluorescéncia confocal (LSM 780 - Zeiss, Alemanha) para analise de
imagens. A coleta de fluorescéncia ocorreu na faixa de 400 a 700 nm e foram
obtidas imagens com variacdo do intervalo droga-luz entre 0 e 60 minutos, com

intervalos de 10 minutos entre as coletas.

2.4 Parametros da TFDa

O agente fotossensibilizador utilizado foi a curcumina sintética (PDT Pharma,
Cravinhos, Brasil), solubilizada em 1% de DMSO e depois em 99% de etanol

absoluto para a solugcdo estoque em concentracdo de 1,5 mg/mL. A solucao foi
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diluida em agua destilada estéril até atingir as concentracdes de fotossensibilizador
desejadas, que variaram de 0,75 —-7,5-15-75 e 150 ug/mL.

A Biotable, representada na Figura 8, foi a fonte de luz utilizada para o
estudo. Desenvolvida pelo Laboratério de Apoio Tecnoldgico da USP (LAT - USP), a
Biotable possui arranjo com 24 LEDs para iluminacdo homogénea de cada condicéo
na placa multipocos. Também emite luz em comprimento de onda de 450 nm com
irradiancia de 35 mW/cm?2. A fluéncia entregue foi de 31,5 J/cm? em 15 minutos de
iluminacado para todos os grupos testados. Os fungos foram testados em sua forma

leveduriforme, forma encontrada nas lesdes de esporotricose.

Figura 8. Equipamento de luz chamado Biotable, desenvolvido pelo Laboratério de Apoio
Tecnoldgico da USP (LAT — USP), emitindo luz em comprimendo de onda equivalente a luz azul
(A=450 nm). Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

2.5 Grupos experimentais TFDa

Os tratamentos com TFDa in vitro foram realizados utilizando placas
multipocos de 24 poc¢os. Os grupos testados foram separados por grupo Controle
(C), que nao foi submetido a qualquer agente, grupo somente luz (L) e grupo
somente fotossensibilizador (FS). No grupo Terapia Fotodinamica (TFD) foi variada a
concentracao de FS. Em cada grupo havia uma aliquota de 500 uL de solucédo de
microrganismo, com ajuste da D.O. para cada fungo trabalhado. Os grupos C e L
receberam ainda, 500 uL de solucéo salina estéril e os grupos FS e TFD, 500 uL de
solucéo fotossensibilizadora em concentracbes que variaram de acordo com 0s
testes. Em seguida, todos os grupos foram mantidos em ambiente protegido da
incidéncia luminosa por 20 minutos e, em seguida, os grupos L e TFD foram

iluminados pela Biotable.
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2.6 Analise da eficacia da Terapia Fotodinamica antimicrobiana

Foram cultivadas em meio SDA uma aliquota de 33 uL de cada pogo da placa
multipocos nas diluicdes de 1 x 109 1 x 10! e 1 x 102, todos em triplicata. Ap6s
crescimento fungico, as UFC foram contadas para que o melhor protocolo fosse

determinado através da equacéao:

UFC/mL = média x (1/dilui¢do) x (1/volume da aliquota)

Esse método de contagem possui limite de deteccdo de 100 col6nias/mL,
portanto, se houver aparente reducdo total, significara que o valor obtido se

encontrara abaixo do limite de deteccao da técnica.

2.7 Concentragdao inibitéria minima

Para a determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) das leveduras
das trés espécies de fungo, foi realizado o método de microdiluicio em caldo,
executado de acordo com os documentos M38-A2 e M27-A3 propostos pela Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI), com modificacbes (CLSI, 2008a; CLSI,
2008b).

O meio utilizado para os estudos foi o Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
— 1640 com glutamina, sem bicarbonato de sodio e com vermelho de fenol e foi
diluido conforme instru¢des do fabricante. Foi feita uma solucao de 10,4 g de meio
RPMI-1640 tamponada com 34,53 ¢g/L de &acido 4-Morfolinopropanosulfénico
(MOPS) 0,165 M e agua destilada suficiente para completar o volume de 1 litro. O
pH da solucéo foi ajustado em 7,0 com hidréxido de sédio (NaOH).

Os in6culos das leveduras de C. albicans e de Sporothrix spp. foram
cultivados em meio SDA em temperatura de 37 °C durante 24 horas, para a C.
albicans e 10 dias para o S. schenckii e para o S. brasiliensis. Colénias das placas
foram transferidas para um tubo de ensaio contendo 10 mL de agua destilada estéril
e 0,1% de Tween 20. O conteudo foi levado ao vortex durante 30 segundos e, em
seguida, a densidade o6ptica foi ajustada para uma concentracdo de 10° UFC/mL
para as trés espécies, em 530 nm. Na placa de 96 pocos foram realizados grupos
controles, testando a esterilidade do meio RPMI-1640 e o controle dos inoculos (sem
qualquer concentracdo do antifingico) e, também, as diluicbes dos antifungicos. O

teste foi esquematizado na Figura 9. As placas multipogos foram incubadas em
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estufa a 37 °C durante 24 horas e por 5 dias para a C. albicans e para o Sporothrix
spp., respectivamente, para leitura dos resultados, no qual a CIM foi considerada
como a menor concentracdo de antifangico capaz de inibir o crescimento dos
fungos, com analise visual, ao ser feita a comparacao de turbidez dos pocos. A partir
dos valores obtidos nos testes, realizados em triplicata, foi realizado o célculo da

moda.
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Figura 9. Representacdo esquemética da placa de 96 pocos utilizada nos testes de determinacao da
CIM. A linha A foi reservada para o controle de esterilidade do teste e as linhas F, G e H, para o
controle de crescimento flingico, sendo F C. albicans, G S. brasiliensis e H S. schenckii. Nas linhas B,
C e D foram testadas C. albicans, S. brasiliensis e S. schenckii, respectivamente. Nas colunas de 1 a
10 foram realizadas as dilui¢des dos antifingicos testados. Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

2.7.1 ltraconazol e Cetoconazol

A solucdo estoque de itraconazol e cetoconazol foi trabalhada na
concentracédo de 1,6 mg/mL, sendo o DMSO o excipiente utilizado na formulagéo.
Em seguida, a solucgéo foi diluida em meio RPMI-1640 até atingir a concentracéo de
32 ug/mL e foram realizadas diluicbes seriadas com meio RPMI-1640 tamponado
nas concentragbes de 16, 8, 4, 2, 1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,0625 e 0,0312 ug/mL
distribuidos na propria placa multipogos, nas quais os inoculos foram adicionados

em seguida, na quantidade de 100uL, totalizando o volume de 200 pL em cada

poco.
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2.7.2 lodeto de Potassio

A solucdo estoque de iodeto de potassio foi obtida na concentracdo de 1
g/mL. Nessa solucédo, a agua destilada estéril foi utilizada como excipente. A solucéo
foi diluida em meio RPMI-1640 até atingir a concentracdo de 500 mg/mL e foram
realizadas diluicdes seriadas com meio RPMI-1640 tamponado nas concentraces
de 250, 125, 62,5, 31,25, 15,62, 7,8, 3,9, 1,95, 0,97 e 0,488 mg/mL distribuidos no
volume de 100 pyL na placa multipogos. Em seguida, 100 pyL do in6culo foram

somados ao volume.

2.8 Associacao de terapias

Apos os testes de CIM e TFDa para todos os fungos trabalhados, os melhores
parametros foram analisados e utilizados em associagéo. Foram utilizadas subdoses
de concentracbes do fotossensibilizador que levaram a morte de parte dos
microrganismos (reducdo de 2 a 3 logs) e as concentracfes utilizadas dos
antifangicos foram as encontradas nos testes de CIM.

Os testes foram separados em grupos, de acordo com o tratamento realizado.
O grupo Controle néo recebeu qualquer tipo de tratamento. O grupo TFDa recebeu
apenas o tratamento com a Terapia Fotodinamica Antimicrobiana em concentracdes
de 7,5 pg/mL de curcumina para a C. albicans e para o S. brasiliensis e de 0,75
Mg/mL para o S. schenckii. O grupo Antifingico recebeu apenas o tratamento com
solucdo antifungica, sendo plagueado ap6s 24 horas. O grupo Antifungico + TFDa
recebeu primeiro o tratamento com o antifingico e, ap6s 24 horas, foi aplicada a
TFDa para, entéo, ser plagueada. O grupo TFDa + antifiungico recebeu primeiro o
tratamento com a TFDa e, em seguida, o tratamento com o antifingico, sendo
plagueado 24 horas depois. A esquematizacdo da ordem de aplicacdo das terapias
€ mostrada nas Figuras 10 e 11. Nos dois ultimos grupos foram utilizadas as
concentracbes de curcumina e de antifingico idénticas as utilizadas nos testes
isolados dos grupos TFDa e AF, sendo que os antifungicos testados foram os
mesmos utilizados na determinacgéo do valor de CIM.

Todos os grupos foram plaqueados em meio SDA em aliquotas de 33 pL nas
diluicdes de 10° 10! e 10?2 e as placas foram contadas apds crescimento das

colbnias, que variou de 24 horas para a C. albicans e de 72 horas para o Sporothrix

Spp.
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As concentracdes testadas nesta fase, sempre foram as subdoses nos quais
houve o minimo de crescimento fungico, tanto nos testes de inativacdo microbiana,
guanto no teste de CIM. As concentracdes de itraconazol variaram de 0,0625 - 1
pMg/mL, a depender da espécie e seu resultado obtido nos testes de suscetibilidade
antifangica (CIM). As concentracbes de cetoconazol variaram de 0,062 — 0,250
pg/mL e as concentragdes de iodeto de potassio foram de 0,488 — 62,5 mg/mL.

A densidade o6ptica do inéculo foi ajustada para 10* — 10° UFC/mL de

concentragdo fangica.
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Figura 10. Terapia antifingica aplicada antes da TFDa na associagdo das duas técnicas. Fonte:
Elaborado pela autora, 2023.
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Figura 11. TFDa aplicada antes do medicamento antifiingico na associacdo das duas técnicas.
Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
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2.9 Determinacéo dataxa de fotobranqueamento

Para saber se na associacdo da PDT com a terapia antifungica ha interacao
entre a curcumina e o itraconazol, foram analisados seus espectros de absorbancia
com o espectrofotbmetro (Varian Cary 50 Bio). A taxa de fotobranqueamento
(também chamada de “bleaching”, do inglés) também foi analisada, dos compostos
individualmente, nas concentragdes de 0,15 pug/mL de curcumina e 1,6 yg/mL do
Itraconazol e 1,6 uyg/mL do cetoconazol e de 100 mg/mL do iodeto de potassio.

As solugdes foram iluminadas com comprimento de onda de 450 nm durante

30 minutos com intervalo a cada 2 minutos para medida de absorbancia.

2.10 Anédlise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata e o desvio padrdo é
apresentado em forma de barra de erro. Os grupos testados foram avaliados por

ANOVA e teste de Tukey, no qual um valor de p > 0,05 foi considerado significativo.
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Capitulo 3 - Resultados e Discusséo
3.1 Curva de crescimento

A partir do cultivo e correlacdo com a D.O. e valores de UFC/mL, foram
tracadas as curvas de crescimento das duas formas fungicas para o S. brasiliensis e
para o S. schenckii, com o objetivo de determinar os dias nos quais a populagcéo
microbiana atinge sua fase estacionaria nas duas amostras, pois, na fase de
decaimento os microrganismos tém uma alta taxa de morte, sendo dificil determinar
se a morte esta ocorrendo naturalmente ou por acao da terapia estudada.

Assim, o numero de UFC/mL por dia de crescimento pode ser observado nos
gréaficos da Figura 12 para as formas de levedura (Figural2-A) e filamentosa (Figura
12-B). Para ambos os microrganismos, hd um comportamento semelhante de
estabilizacdo do crescimento em relacdo a forma de crescimento, onde esta
destacado em verde o intervalo no qual ha uma clara estabilizagcdo do crescimento

fungico, antes de iniciar um processo de reduc¢do no nimero de UFC/mL.

Forma filamentosa Forma leveduriforme

L
UFC/ml (Log)

Dia de crescimento Dia de crescimento

S, brosiliensis  esgmms. schenckii S. brasiliensis  esemS. schencki

Figura 12. Dindmica do crescimento microbiano, expresso em UFC/mL, em relacdo com os dias de
cultivo dos fungos S. brasiliensis e S. schenckii para as formas filamentosa (A) e leveduriforme (B),
com destaque, em verde, para a regido equivalente a dia de estabilizacdo da curva de crescimento.

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Em sua forma leveduriforme, com crescimento mais lento, deve ser
trabalhado entre os dias 10 e 13 de crescimento. Assim, a densidade 6ptica deve ser
ajustada para um valor médio de 0,2 tanto para S. brasiliensis como para o S.
schenckii. Em sua forma filamentosa, o S. brasiliensis deve ser trabalhado entre o 4°

e 6° dia de cultivo, com D.O. ajustada em 0,16 e 0 S. schenckii deve ser trabalhada
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entre os dias 5 e 7 de cultivo, com D.O. ajustada em 0,5. Estes resultados sao

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Relagdo da densidade 6ptica em relagdo aos dias de cultivo das formas de levedura e
filamentosa para os fungos S. brasiliensis e S. schenckii

Leveduriforme Filamentosa
S. brasiliensis S. schenckii S. brasiliensis S. schenckii
Dia de
Crescimento D.O. D.O. D.O. D.O.
0 0,0072 0,0028 0,0031 0,0053
1 0,0933 0,0174 0,008 0,0062
2 0,0785 0,0483 0,0078 0,0268
3 0,0885 0,0939 0,03 0,0917
4 0,0741 0,1471 0,0553 0,1677
5 0,099 0,1956 0,0801 0,5454
6 0,0952 0,2716 0,0882 0,2126
7 0,0852 0,3088 0,1178 0,1408
8 0,1276 0,1276 0,094 0,1093
9 0,1874 0,2662 0,1136 0,1362
10 0,1787 0,2187 0,2611 0,1211
11 0,1563 0,2063 0,2867 0,1437
12 0,254 0,214 0,1465 0,1365
13 0,2384 0,1984 0,1616 0,1426
14 0,2152 0,2152 0,124 0,131

Datas posteriores as encontradas tém reducdo natural da populacdo
microbiana, o que atrapalha a interpretacdo dos resultados da TFDa, pois seria dificil
determinar qual a influéncia da terapia nas mortes.

N&o foi tracada a curva de crescimento da C. albicans neste estudo, porque
ele € um fungo amplamente estudado, sendo necessario 24 horas de cultivo para
gue ela atinja essa mesma fase estacionaria (PICCO et al., 2019).

Os testes foram realizados para a padronizacdo do estudo, por haver uma
grande divergéncia de dados sobre a curva de crescimento do Sporothrix spp., que
pode estar relacionada as diferencas entre meio de cultivo e condicbes oferecidas
(pH, temperatura) e cepa trabalhada (CATCHINGS; GUIDRY, 1973; MENDOZA et
al., 2005; BAREJA et al., 2015; FREITAS et al., 2015). Um estudo realizado com
cepas de S. schenckii cultivado em meio Yeast Nitrogen Base (YNB) mostrou que
micélios atingem sua maior D.O., equivalente a 0,26, com 14 dias de cultivo
(BAREJA et al., 2015). O YNB também foi utilizado em outro estudo, no qual foi
realizada a curva de crescimento de leveduras e micélios de S. schenckii. A maior

medida de D.O. obtida nessa curva foi de 0,12 para a forma leveduriforme, com 14
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dias de cultivo e decaimento da medida a partir do 21° dia. Os micélios obtiveram
D.O. de 0,26 a partir do 18° dia de cultivo e decréscimo da medida a partir do 24°.
(SHAH et al. 2018).

Como a escolha do meio de cultura e as condigdes oferecidas para o fungo
podem influenciar o crescimento e morfologia do microrganismo (SHAH et al., 2018),
trabalhar nas condicGes estabelecidas em dias e densidade Oética esta de acordo

com o0s outros estudos citados.

3.2 Determinagdao do intervalo droga-luz

Como € o primeiro estudo do uso da curcumina nesse fungo, foi necessario
estudar se havia absorcdo da molécula pelas paredes do microrganismo. Através
das imagens obtidas no microscépio confocal foi possivel ver que o
fotossensibilizador utilizado tem afinidade pelo Sporothrix spp. O tempo de
incubacdo minimo necessario para a absor¢cdo da curcumina pelo microrganismo foi
de 20 minutos, como mostrado na Figura 13, no qual foi possivel coletar sinal de
fluorescéncia dentro da area delimitada pela parede celular do Sporothrix spp. Ainda
que nos demais tempos analisados de 30, 40, 50 e 60 minutos a molécula
permaneca no microrganismo, o menor tempo obtido com a maior fluorescéncia foi
utilizado nos estudos in vitro a fim de encontrar um protoloco de TFDa no menor

tempo possivel, em futuros testes clinicos.



42

Figura 13. Filamento de S. brasiliensis em microscopia de fluorescéncia confocal mostrando a
capacidade da curcumina de penetrar na parede celular do fungo ao longo do tempo. No tempo zero
de incubacao (A), 10 minutos (B), 20 minutos, quando a penetragdo é completa (C), 30 minutos (D),
40 minutos (E) e 60 minutos (F). Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Estudos com a forma plancténica da Candida dubliniensis mostraram que é
possivel observar fluorescéncia, em microscopia confocal, dentro do fungo entre 5 e
20 minutos de contato com a curcumina (SANITA et al., 2017). Outro estudo avaliou
o melhor tempo de incubacdo da curcumina em biofilmes de Candida spp. e mostrou
gue, a partir de 5 minutos de contato da curcumina com os fungos, ja € possivel
observar alguma fluorescéncia sendo emitida, porém essa fluorescéncia se mostra
mais forte apos 20 minutos de incubacdo (ANDRADE et al., 2013). No Sporothrix
brasiliensis, o inicio da penetragdo da curcumina foi um pouco mais lenta se
comparada com a Candida spp., porém, a maxima fluorescéncia também pode ser
observada a partir de 20 minutos de incubacéo.

E necessario que o tempo de incubagdo de um fotossensibilizador seja bem
estabelecido para os experimentos com a TFDa, pois a molécula precisa ser
absorvida por toda a estrutura flngica. Se limitada a parede celular, o
fotossensibilizador ao ser ativado com a iluminacéo néo sera suficiente para destruir
0 microrganismo, podendo este recuperar seu crescimento através de estruturas que
se mantiveram intactas (SILVA, 2013).
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3.3 Terapia Fotodinamica antimicrobiana

Para a avaliacdo da toxicidade dos parametros utilizados na TFDa, cada
elemento foi testado nos trés fungos isoladamente, antes da realizacédo da terapia.
Os resultados mostraram que a curcumina, quando utilizada isoladamente, mesmo
na sua concentragdo mais alta (150 yg/mL), ndo foi capaz de causar morte da C.
albicans, do S. brasiliensis e do S. schenckii, como mostrado no gréafico da Figura
14, mantendo o numero de UFC/mL sem altera¢cdes comparado ao grupo controle. O

mesmo resultado foi obtido no grupo somente luz.

Log (UFC/mL)

Controle Luz 0,75pg/mL 7,5pg/mL  15pg/mL  75ug/mL 150 pg/mL
Grupos
m C.albicans W S. brasiliensis 5. schenckii

Figura 14. Controle de toxicidade do agente fotossensibilizador em diferentes concentraces e da luz
utilizados isoladamente na C. albicans, no S. brasiliensis e no S. schenckii. Fonte: Elaborado pela
autora, 2023.

Apls estes resultados, novos testes foram realizados, utlizando a
combinacdo dos elementos FS e luz, no grupo TFD, para se encontrar o melhor
protocolo de Inativacdo FotodinAmica para os trés fungos e seus resultados séo
mostrados no grafico da Figura 15. Usando concentracbes desde 0,75 a 150 ug/mL
e 31,5 J/cm? de luz, a C. albicans mostrou reducéo de aproximadamente 1 log com a
concentracédo de 0,75 pg/mL e de cerca de 3 logs na contragao de 7,5 ug/mL de
curcumina. Foi encontrada uma inativacdo de 5 logs (total em relagdo ao controle)
com a concentragdo a partir de 15 pg/mL de curcumina. Por ndo existir estudos
sobre a acdo da curcumina sobre as cepas de Sporothrix spp. na TFDa, a C.

albicans foi utilizada como parametro de comparacao e protocolo inicial e todas as
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condicbes testadas com ela foram aplicadas no Sporothrix spp. Foi possivel reduzir
1 log do S. brasiliensis na concentracdo de 0,75 ug/mL e aproximadamente 2,5 logs
na concentragdo de 7,5 ug/mL. Concentragbes a partir de 15 uyg/mL de curcumina
foram capazes de reduzir cerca de 4 logs, causando a eliminagdo total do
microrganismo, como mostrado na Figura 15. Para a inativacdo do S. schenckii, com
a concentragao de 0,75 yg/mL de curcumina foi possivel reduzir aproximadamente 1
log deste fungo e foi necessaria uma concentragdo a partir de 7,5 yg/mL para a

inativacao total em relacdo ao controle.
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Figura 15. Inativacdo Fotodindmica dos fungos C. albicans, S. brasiliensis e S. schenckii. A
concentracdo de 0,75 pg/mL foi capaz de reduzir, em média, 1 log de todos os fungos estudados. A
eliminacdo da C. albicans e do S. brasiliensis ocorreu com a concentracdo de 15 pg/mL de
curcumina. O S. schenckii foi eliminado com a concentragdo de 7,5 pg/mL de curcumina. Fonte:
Elaborado pela autora, 2023.

A Candida spp. € o fungo que mais causa doenca em humanos, podendo
infectar desde individuos higidos a individuos imunocomprometidos ou
hospitalizados, causando infec¢des orais, gastrointestinais, vaginais e sanguineas
(MOYES; NAGLIK, 2011). Atualmente, infeccbes causadas por Candida spp.
associadas ao COVID-19 causam preocupagao, pois podem aumentar as chances
de morte em pacientes hospitalizados, especialmente em casos nos quais ocorrem
longa estadia na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) associada a nutricdo parenteral,

ventilacdo mecanica e uso de corticosteroides sistémicos (HOENIGL et al., 2022).
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Estudos in vitro comprovaram a capacidade da curcumina em causar reducao
completa na quantidade de UFC/mL de C. albicans com Terapia Fotodindmica, na
concentragéo de 20 uM (7, 4 ug/mL) de curcumina e luz azul na dose de 5,28 J/cm?
(DOVIGO et al. 2011). Um estudo avaliando a eficicia da curcumina no tratamento
de candidiase oral em modelo animal conseguiu a reducdo de mais de 4 logs de C.
albicans com concentragao de 80 uM (29,6 ug/mL) de curcumina, emitindo em 455
nm e irradiancia de 89,2 mW/cm?, com apenas uma aplicacdo da terapia (DOVIGO
et al., 2013). Sendo a C. albicans um microrganismo resistente as outras terapias, tal
qual Sporothrix spp., os resultados aqui apresentados e toda a literatura em relagéo
ao uso da curcumina levaram a acreditar que a TFDa poderia ser igualmente capaz
de reduzir a populacdo microbiana em infec¢des de esporotricose.

Ha poucos relatos do uso da TFDa no tratamento da esporotricose, com o
primeiro trabalho publicado em 2014. Uma mulher, com lesbes crbnicas e
irresponsivas ao tratamento com itraconazol e terbinafina, foi submetida a sessées
de TFDa a cada 2 semanas. O fotossensibilizador utilizado foi o azul de metileno
(AM) a 1% pela via intralesional, o qual foi iluminado com luz vermelha emitindo em
639 nm com irradiancia de 19 mW/cm? e fluéncia de 37 J/cm?. Apds 3 sessoes,
iniciou-se a cura das lesdes menores, até que, no decorrer de 4 sessdes, as lesdes
maiores cicatrizaram. Neste mesmo caso, anteriormente, foi usado o
metilaminolevulinato em creme a 16% como fotossensibilizador, porém sem sucesso
apoés inumeras sessfes de TFDa (GILABERTE et al., 2014).

Os estudos existentes, em sua maioria, usam o AM como fotossensibilizador.
Diferentes cepas de Sporothrix spp. na forma filamentosa foram testadas in vitro. As
cepas S. schenckii, S brasiliensis, S. globosa, S. albicans e S. mexicana tiveram
reducdo de aproximadamente 2 logs de seu crescimento, independentemente das
concentracfes de azul de metileno testadas, de 0,5, 1,0 e 2,0 ug/mL, de luz em
comprimento de onda de 685 nm e dose de energia de 28 J/cm? (MARIO et al.,
2014). Um outro estudo conseguiu, com a concentracdo de 0,1 mg/mL de azul de
metileno, iluminado com fonte de luz emitindo a 660 nm, irradiancia de 35 mW/cm? e
dose de luz de 26,31 J/cm?, reduzir em 3 logs a UFC/mL da populacéo de filamentos
de S. schenckii (GUIRADO et al., 2017).

Contudo, é conhecido que o azul de Metileno é uma substancia toxica para os
gatos por causar oxidacdo das hemoglobinas da espécie, resultando em hemdlise

intravascular e anemia (FOSSUM, 2015). Dado que o gato € o agente transmissor
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mais importante na disseminacdo da esporotricose, faz-se necessaria a exploracao
de outras substancias fotossensibilizadoras que possam ser utilizadas com
seguranca na espécie mais importante na perpetuacéo e transmissdo da doenca.

O complexo de ruténio também foi utilizado como fotossensibilizador em
nosso grupo de pesquisa para um estudo para inativacdo fotodinamica do S.
brasiliensis. Neste estudo, obteve-se reducéo total de UFC/mL, equivalente a 6 log,
quando testadas em diferentes doses de luz e comprimentos de onda. No
comprimento de onda de 450 nm foi possivel eliminar leveduras e micélios do fungo
com concentracoes de fotossensibilizador de 5 uM (1,8 pg/mL) e 10 yM (3,7 pg/mL),
respectivamente, e dose de luz de 36 J/cm? para as duas formas flingicas. J& no
comprimento de onda de 525 nm (luz verde), foram testadas as doses de luz de 25 e
6,3 J/cm?. A maior dose de luz conseguiu inibir o crescimento das leveduras e dos
micélios a partir da concentragcédo de 0.5 yM (0,75 pg/mL) do complexo de ruténio e
com a dose de 6,3 J/cm? foi possivel inibir o crescimento das duas formas flingicas
com uma maior concentracao de fotossensibilizador, equivalente a 5 yM (7,5 pg/mL)
(TIBURCIO et al., 2022). Apesar dos bons resultados, o complexo de ruténio ainda
possui alto custo, podendo limitar o seu uso em tratamentos veterinarios.

Cepas de S. globosa foram inativadas com TFDa usando a molécula de ALA
gue da origem ao fotossensibilizador endégeno Protoporfirina IX na concentracéo de
1,19 M, LED em comprimento de onda de 633 nm e dose de luz de 162 J/cm?.
Ambas as formas estudadas, micelial e leveduriforme, mostraram-se dose-
dependentes, havendo uma taxa de sobrevivéncia fungica menor (84,23%) quando a
dose de luz era elevada, mesmo com concentracfes de fotossensibilizador altas
com menores doses de luz (CHEN et al. 2020).

Os resultados do presente estudo mostram que menores concentragdes de
curcumina foram necessarias para inativar o S. schenckii comparado com as
concentragOes utilizadas para a inativacdo do S. brasiliensis. Estudos revelaram
uma maior resisténcia e patogenicidade do S. brasiliensis em relacéo ao S. schenckii
(LOPES-BEZERRA et al, 2018). O S. brasiliensis, ao ser comparado
morfologicamente com o S. schenckii, mostrou ser uma espécie mais virulenta,
devido a sua parede celular cerca de 20 a 40% mais espessa e com maior teor de
rammnose e quitina e, além disso, por possuir microfibrilas mais longas capazes de
conectar leveduras as células, formando biofiimes. Essas diferencas arquitetbnicas

nas paredes celulares e na composicao dos fungos influenciam diretamente na
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resposta imune do hospedeiro (LOPES-BEZERRA et al., 2018). Além disso,
modelos experimentais realizados com camundongos sugerem que as lesdes
causadas pelo S. brasiliensis sdo mais extensas e invasivas se comparadas as
lesBes causadas pelo S. schenckii (GREMIAO et al., 2017).

Um dos fatores de viruléncia no Sporothrix spp. é a presenca da melanina na
sua composicao. Apesar disso, foi possivel causar a inativacdo desses fungos com a
TFDa. A melanina protege o fungo contra a acdo da radiagédo UV, da fagocitose pelo
sistema imune e tem acdo antioxidante. Além disso, por seu poder absorvente, ela
pode alterar o pico de absorbancia do fotossensibilizador, limitando a producéo de
ROS, interferindo, assim, na efetividade da TFDa (GILABERTE et al., 2014; CHEN
2020).

Os resultados obtidos com a TFDa in vitro usando a curcumina como FS s&o
animadores, pois houve eliminacdo de todos os microrganismos estudados com as
concentracfes aplicadas, mais baixas que as normalmente usadas contra fungos. O
S. brasiliensis, espécie com maior viruléncia, também mostrou reducgéo total com o
uso da curcumina, o que mostra que a TFDa pode ser uma excelente modalidade de
tratamento para a esporotricose em modelos in vivo e a curcumina, um excelente

fotossensibilizador.

3.4 Concentracdao inibitéria minima

Para avaliar se um fungo é resistente as drogas disponiveis, é realizado o
teste de suscetibilidade fungica, no qual é determinada a concentracdo inibitoria
minima (CIM) capaz de inibir o crescimento do microrganismo (LIMA, 2020). O
presente estudo avaliou a CIM dos fungos C. albicans, S. brasiliensis e S. schenckii
diante dos antifingicos mais utilizados no tratamento da esporotricose, sendo eles o
itraconazol (ITZ), cetoconazol (KTZ) e iodeto de potassio (KI). Os valores de CIM,
encontrados a partir do célculo da moda, para os microrganismos testados sao

encontrados na tabela 4.
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Tabela 4. CIM da C. albicans, S. brasiliensis e S. schenckii para os agentes antiflingicos itraconazol
(ITZ), cetoconazol (KTZ) e iodeto de potassio (KI)

Farmaco
Microrganismo ITZ (ug/mL) KTZ (ug/mL) KI (mg/mL)
C. albicans 0,125 0,250 31,25
S. brasiliensis 2,0 0,250 250,0
S. schenckii 0, 250 0,125 62,5

Um estudo avaliando a suscetibilidade fungica do S. brasiliensis obteve CIM
de 1 e 0,25 pg/mL para o itraconazol e cetoconazol, respectivamente e de 125
mg/mL de iodeto de potassio. Neste estudo foram avaliados 128 isolados do fungo
(LIMA, 2020). Os resultados do presente trabalho sdo parecidos com os obtidos em
um estudo de identificacdo molecular e avaliacdo de suscetibilidade de 23 cepas do
fungo S. schenckii, no qual se obteve CIM de 0,25 ug/mL para o itraconazol e para o
cetoconazol (CORDOBA et al., 2018). O S. schenckii avaliado no presente estudo se
mostrou mais suscetivel ao iodeto de potassio que a cepa estudada no trabalho que
avaliou a sensibilidade de biofilmes da espécie ao farmaco, o qual apresentou CIM
de 125 mg/mL (SILVA, 2017). Em um trabalho avaliando a sensibilidade de 3.895
cepas de Candida spp. foi visto que mais de 90% das cepas estudadas foram
inibidas com doses menores que 1 ug/mL de itraconazol (PFALLER, 2005). Em
outro trabalho, no qual foi comparada a atividade de antifingicos imidazdlicos e
triazélicos, forams obtidos valores de CIM para a C. albicans de 0,01 ug/mL frente
ao itraconazol e de 0,03 ug/mL frente ao cetoconazol (CASTRO, 2016). No presente
estudo, o itraconazol e o iodeto de potassio se mostraram menos ativos contra o S.
brasiliensis, em relagdo ao S. schenckii e C. albicans, pois foram necessarias doses
maiores do farmaco para causar a morte deste fungo, mas, ainda sim, estes
farmacos mostraram alta eficacia contra todos os microrganismos testados. Ja o
cetoconazol mostrou ter eficacia parecida com os trés microrganismos.

S&o recentes o0s estudos que tentam classificar os isolados de Sporothrix spp.
em isolados sensiveis e isolados resistentes a partir de um ponto de corte de CIM.
Valores de corte epidemioldgicos (VCES) tentam identificar isolados que podem néo
responder adequadamente a determinadas drogas (ESPINEL, 2017). A menor
sensibilidade ao farmaco pode estar relacionada com mecanismos de resisténcia

(ESPINEL, 2017), como bombas de efluxo e mudangas na afinidade do
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microrganismo com os antifungicos (NANDO, SANTIAGO, 2020). Os estudos
relacionados a VCEs do S. brasiliensis propdem valores de 2 ug/mL frente ao
itraconazol e ao cetoconazol e, do S. schenckii, 2 yg/mL frente ao itraconazol
(ESPINEL, 2017), portanto os microrganismos trabalhados neste estudo podem ser
classificados como suscetiveis (ALMEIDA-PAES, 2017). Ainda ndo se tem dados
suficientes sobre os VCEs do S. schenckii frente ao cetoconazol (ESPINEL, 2017) e,
até o momento, ndo foram encontrados estudos avaliando esse parametro no iodeto
de potassio. Os pontos de corte que determinam se uma cepa de C. albicans é
sensivel ou resistente ao itraconazol, encontram-se no documento CLSI M27, que
aponta que doses menores ou iguais a 0,125 pg/mL classificam o fungo como
suscetivel e, doses acima de 1 ug/mL, caracterizam o fungo como resistente (CLSI,
2008b), sendo, portanto, utilizado neste estudo um microrganismo suscetivel. Ainda
nao estdo determinados os pontos de corte contra isolados de Candida spp. frente

ao cetoconazol e ao iodeto de potassio (ANVISA, s.d.).

3.5 Associacao de terapias

Apesar de a luz azul ndo possuir profunda penetracdo nos tecidos, devido a
um maior espalhamento da luz (D’ALMEIDA; PRATAVIEIRA; GARCIA, 2019),
resultado no tratamento de lesfes superficiais, a curcumina pode ser utilizada em
associacdo ao tratamento convencional, e o estudo dessa associacdo permite
encontrar o melhor protocolo para potencializar o seu efeito.

Especialmente para a esporotricose, um estudo mostrou que a combinacgao
de terapias foi efetiva quando combinada com azul de metileno e sem qualquer
resultado clinico quando a combinacéo foi feita com ALA (GILABERTE et al., 2014).
Portanto, entender as interacfes entre drogas antifungicas e fotossensibilizador
permite um planejamento de protocolo mais efetivo.

A dinamica de reducgédo da C. albicans frente ao uso isolado do itraconazol foi
analisada com o uso do antifingico antes da aplicacdo a TFDa (antifungico + TFDa)
e depois (TFDa + antifungico). Dado que a CIM para o itraconazol foi de 0,125
ug/mL, foi escolhida a concentracdo antifungica de 0,0625 ug/mL para o ensaio e a
concentracdo de 7,5 ug/mL valores que n&o causavam a inativagcdo completa do
microrganismo. Foram escolhidos os valores de subdose de cada terapia individual

para analisar se o efeito combinado era aditivo, sinérgico ou destrutivo.
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De fato, no grupo no qual o antifingico foi usado como monoterapia, ha
concentracdo de 0,0625 ug/mL, nota-se uma reducdo de apenas 1 log comparado
ao controle, porém maior crescimento microbiano se comparado ao grupo TFDa
isolado com contracdo de 7,5 pg/mL de curcumina. Quando o antifungico foi utilizado
antes da TFDa, a efetividade da combinacdo foi 1 log de quando comparado
somente ao antifingico e reducéo insignificante se comparada com o efeito do grupo
TFDa, mostrando que essa combinagdo teve um baixo efeito aditivo. O contrario,
entretanto, foi observado no grupo no qual a TFDa foi realizada antes da aplicacao
do antifingico, onde a combinacgéao terapéutica resultou em um efeito sinérgico, com
a reducéo de mais de 5 logs de UFC/mL da C. albicans quando comparada ao grupo
controle. Os resultados das terapias individuais e combinadas estdo apresentados

na Figura 16.
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Figura 16. Reducéo na populacdo de C. albicans com o uso do itraconazol em associagdo com a
TFDa em ordem de aplicacéo alternada. Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Esse comportamento mostra que a ordem de aplicacdo da TFDa importa para
obter o melhor efeito. Se, concentracées que sozinhas ndo foram capazes de causar
reducdo total na quantidade de microrganismos, quando a TFDa foi aplicada antes
do antifingico ocorreu uma acao sinérgica dos efeitos antimicrobianos. Entretanto,
quando a TFDa foi aplicada depois do antifiungico, ndo houve resposta significativa
em relacdo as terapias individuais.

O mesmo comportamento foi observado quando o cetoconazol foi usado em
associagcdo a TFDa, ainda nos testes com a C. albicans. Dado que o CIM do
cetaconazol foi 0,25 ug/mL, foram usadas as concentracbes de 0,125 e 0,0625

png/mL como valores de subdose. O gréfico da Figura 17 mostra que a maior redugéo
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na populacdo de C. albicans ocorre com a aplicacdo da TFDa antes da
administracdo do cetoconazol e, na concentracédo de 0,125 ug/mL, chega a reducéo

de 5 logs de UFC/mL em relag&o ao grupo controle.
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Figura 17. Reducdo na populagéo de C. albicans com o uso do cetoconazol associado a TFDa em
ordem de aplicacdo alternada. Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

No gréafico da Figura 18, € possivel ver os resultados para a combinacédo do
lodeto de potassio e TFDa para C. albicans. Quando o antifingico € usado na
subdose de 7,8 ug/mL, ha reducédo de, aproximadamente, 4 logs em comparacao
com o grupo controle quando a TFDa foi aplicada antes do iodeto de potassio
enquanto ndo ha reducdo significativa em relagcdo aos tratamentos individuais
quando a TFDa foi aplicada depois. Com o aumento da concentracédo do antifiingico
para 15,6 pg/mL, ndo ha diferenca significativa comparado apenas com o antifingico
a 7,8 pg/mL. Entretanto, a combinacdo TFDa + antifGngico na maior concentracao

de subdose mostrou uma reducéo de 5 logs em relacdo ao grupo controle.
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Figura 18. Reducédo na populagdo de C. albicans com o uso do iodeto de potassio em associagéo
com a TFDa em ordem de aplicacdo alternada. Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
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A partir dos dados com C. albicans, foi possivel repetir o teste de combinacgéo
terapéutica para os microrganismos causadores da esporotricose. Ao aplicar os
testes no S. brasiliensis € possivel ver, no grafico da Figura 19, a reducéo total da
populacao fungica estudada quando a TFDa, com concentracdo de 7,5 pg/mL de
curcumina, foi aplicada antes ddo itraconazol, em todas as concentragdes
antifangicas testadas de subdose. Quando o antifungico foi usado isoladamente ou
antes da TFDa, houve, no maximo, a reducdo de 2,5 logs de UFC/mL do S.
brasiliensis em relacdo ao grupo controle. Em quase todas as concentracdes
testadas, os grupos sé antifungico ou s6 TFDa tiveram mais efeito contra o S.
brasiliensis individualmente que o comparado ao grupo de combinacdo quando o
antifangico é colocado antes da TFDa, mostrando que a combinacéo de terapias nao

s6 pode nao ter efeito aditivo como pode ter um efeito contrario ao desejado.
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Figura 19. Reducao na populacdo de S. brasiliensis com o uso do itraconazol em associacao com a
TFDa em ordem de aplicagcdo alternada. Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Quando o teste foi realizado com a combinacédo da TFDa com o cetoconazol,
o S. brasiliensis também teve uma maior suscetibilidade ao tratamento quando a
sessdo de TFDa foi utilizada antes do antifungico, como reducdo completa de
UFC/mL na concentracdo de 0,125 pg/mL de cetoconazol, enquanto nas
concentracbes de subdose testadas, o antifingico como monoterapia causou
reducdo de menos de 1 UFC/mL em relagdo ao controle. Quando o antifangico foi
aplicado antes da TFDa, houve a reducao de até 2,5 logs de UFC/mL na populagéo
microbiana em relacdo ao controle, sem diferenca estatistica quando comparada

somente ao uso da TFDa nas mesmas concentra¢des, como mostrado na Figura 20.



53

M Controle
5
= .
c 4 TFDa (curcumina 7,5 pg/mL)
g3
=3 e
e m Antifiingico
o 2 I
-
1 B Antifingico + TFDa (curcumina 7,5
0 _ ug/mlL)
0,0625 pg/mL 0,125 pg/mL TFDa (curcumina 7,5 pg/mL) +
Antiftingico

Concentracdo

Figura 20. Reducgéo na populacdo de S. brasiliensis com o uso do cetoconazol associado com a
TFDa em ordem de aplicacéo alterada. Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

A Figura 21 mostra que o iodeto de potassio usado isoladamente causou
reducdo de até 1 log na UFC/mL do S. brasiliensis em relacdo ao grupo controle.
Quando o antifungico foi utilizado antes da TFDa, houve reducdo de até 2 logs de
UFC/mL em relacdo com controle, que € menor que a reducdo causada somente
pelo uso da TFDa, também mostrando um efeito destrutivo na combinacdo quando
feita nessa ordem. Entretanto, quando a TFDa foi feita antes, foi possivel observar
um efeito aditivo para as concentracfes até 62 mg/mL do lodeto de potassio e a

inativacdo completa do fungo para a concentracao de 125 mg/mL.
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Figura 21. Reducao na populagao de S. brasiliensis com o uso do iodeto de potassio em associagédo
com a TFDa em ordem de aplicacdo alterada. Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

O S. schenckii, apresentando maior suscetibilidade as terapias, foi
completamente inativado com menores concentragbes de curcumina (7,5 pg/mL).
Portanto, para os ensaios de associagao de terapias, foi utilizada a concentragao

subnibitéria de 0,75 pg/mL do agente fotossensibilizador., Com o mesmo
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comportamento observado para 0s outros microrganismos testados, quando a TFDa
foi realizada antes da utilizacdo do itraconazol, como mostra a Figura 22, houve
reducdo total no numero de UFC/mL deste microrganismo em ambas as
concentragdes antifungicas testadas (0,0625 e 0,125 pg/mL). O itraconazol aplicado
antes da TFDa foi capaz de reduzir menos que 1 log de UFC/mL em relacdo ao
grupo controle, apresentando resultados semelhantes aos grupos de TFDa e

itraconazol como monoterapia.
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Figura 22. Redug&o na populacdo de S. schenckii com o uso do itraconazol em associagdo com a
TFDa em ordem de aplicagcéo alternada. Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

A Figura 23 mostra que, na associacdo da TFDa seguida da administracao do
cetoconazol, houve eliminacdo total do S. schenckii na concentracdo de 0,0625
pg/mL do farmaco. Entretanto, quando o cetoconazol foi utilizado antes da TFDa
houve reducéo de aproximadamente 2,5 logs de UFC/mL na populagédo microbiana,
em relacdo ao grupo controle, ainda superior ao do grupo apenas antifingico (1 log

de reducéo), e apenas TFDa (cerca de 1,5 log de reducéo).
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Figura 23. Reducéo na populagéo de S. schenckii com o uso do cetoconazol associado com a TFDa
em ordem de aplicacéo alternada. Fonte: Elaborada pela autora, 2023.

Por dltimo, os testes envolvendo o iodeto de potassio isolado em suas
concentracdes subinibitérias, mostrou reducéo inferiores a 1 log de UFC/mL do S.
schenckii. Seu uso associado antes da TFDa causou reducdo maxima de 2,5 logs de
UFC/mL do fungo em relacdo ao grupo controle, ndo resultando em efeitos aditivos
para essa ordem terapéutica, quando comparada as monoterapias. Quando a TFDa
foi aplicada antes do iodeto n&o houve diferenca significativa para as concentracoes
de 7,8 e 15,6 pg/mL, em relacdo a ordem inversa. Entretanto, na concentracdo de
31,2 pg/mL do antifingico, o efeito sinérgico se mostra mais claro, com a inativacéo
total do microrganismo S. schenckii, nessa combinacdo. Esses resultados sao

mostrados na Figura 24.

H Controle
= .
c 4 TFDa (curcumina0,75 pg/mL)
g, I
: 1
% 5 B Antifiingico
o
-
1 B Antifingico + TFDa (curcumina 0,75
L
0 ug/mlL)
7.8 mg/mL 15.6 mg/mL 31.2 mg/mL TFDa (curcumina 0,75 pg/mL) +
Antiftingico

Concentracdo

Figura 24. Reducdo na populacdo de S. schenckii com o uso do iodeto de potassio e em associagdo
com a TFDa em ordem de aplicacdo alternada. Fonte: Elaborada pela autora, 2023.

Hoje é crescente o desafio em tratar infecgbes causadas por microrganismos,

especialmente aqueles considerados resistentes aos farmacos disponiveis. Portanto,
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se faz necessaria a busca por alternativas que possam contornar esse problema
(VECCHIO, 2015). A associacdo de terapias € uma abordagem estratégica que visa
uma melhor resposta do individuo em relacdo a cura da enfermidade, pois, a partir
da combinacdo de técnicas, € possivel aumentar a sensibilidade de um
microrganismo, levando-o a morte mais facilmente. Como vantagem, é possivel citar
a reducao de doses de farmacos, diminuindo os efeitos colaterais causados quando
usados em doses mais altas (RONQUI et al., 2016).

A associacdo da TFDa com agentes antimicrobianos também vem sendo
amplamente estudada. Ao associar as duas terapias, é possivel reduzir a
concentracdo desses medicamentos. Além disso, € relatada uma menor ocorréncia
de resisténcia microbiana (RONQUI et al.,, 2016). Entretanto, a combinagdo de
terapias também pode gerar resultados insignificantes (GILABERTE et al., 2014) ou
piorar o resultado das terapias, o que reforca a importancia de entender os efeitos
individuais de cada modalidade terapéutica para determinar quais protocolos de
combinacdo podem resultar em efeito aditivo ou sinérgico.

O sinergismo observado apenas quando a TFDa foi aplicada anteriormente
aos antifungicos pode ser explicado por alteracBes morfolégicas que a TFDa pode
causar nos microrganismos tratados (RONQUI et al., 2016). Em outros estudos, a
TFDa associada ao uso de gentamicina se mostrou mais eficiente em causar a
morte de cepas resistentes de S. aureus se comparadas com o0 uso das terapias
isoladas (LIU et al., 2020). Neste estudo, o azul de toluidina foi utilizado como
fotossensibilizador e a fonte de luz utilizada foi o laser emitindo em 630 nm. Foi
relatada a permeabilizacdo da membrana bacteriana, além de acumulo da
gentamicina nas células e maior producdo de ROS, culminando em maior eficiéncia
das terapias quando usadas em associacdo. Em outro estudo com S. aureus, foi
relatado que a TFDa usando o azul de metileno como fotossensibilizador e com luz
em comprimento de onda de 660 nm, associados ao uso concomitante de
ciprofloxacino, causou mudancas morfologicas em biofiimes de bactérias gram-
positivas e gram-negativas devido a quebra da matriz extracelular destes
microrganismos (RONQUI et al., 2016).

Quando a suscetibilidade da C. albicans foi estudada apds sucessivas
sessdes de TFDa, utilizando a fotoditazina como fotossensibilizador e LED a 660 nm
como fonte de luz, o uso do meio acrescido de fluconazol obteve uma maior reducao

na populagéo fungica ao ser comparado com os microrganismos cultivados em meio
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sem o antifingico apoés terapia, tanto nas formas planctonicas, quanto nos biofilmes
de C. albicans (DIAS et al., 2020). Em estudos de TFDa com cepas resistentes de C.
albicans, doses de luz mais elevadas e alta concentragcdo de azul de toluidina,
combinadas com fluconazol e posaconazol foram capazes de causar a morte
completa dos microrganismos (HUANG, 2018). Neste mesmo estudo, quando a
TFDa foi usada como monoterapia nas formas planctonicas, sé houve a reducéo de
1 - 2 logs na populagdo de C. albicans. Assim, estes resultados reforcam que a
associacdo das duas terapias pode apresentar melhores resultados devido aos
danos que a TFDa causa no microrganismo (HUANG, 2018).

Recentemente, foi relatado o caso de um paciente felino apresentando lesdes
ulceradas e nodulares em regido peniana, diagnosticado, a partir de cultura, com
esporotricose. Apos 5 sessfes de TFDa associadas ao uso de itraconazol oral,
houve remissdo da lesdo ulcerada e reducdo em 50% do tamanho dos nédulos
presentes. O fotossensibilizador utilizado foi o azul de metileno em solucédo aquosa
na concentragdo de 500 puM, a fonte de luz utilizada foi o laser emitindo a 660 nm de
comprimento de onda, dose de luz de 128 Jicm? e irradiancia de 1,4 W/cm?
(CABRAL et al., 2022).

O azul de metileno é considerado uma substancia capaz de causar toxicidade
em gatos. Ao entrar nas hemacias é logo convertido em leucometileno e, em
seguida, transforma a hemoglobina em metemoglobina. A metemoglobina, além de
ser ineficiente em transportar o oxigénio nas células, causa a oxidacéo irreversivel
das hemoglobinas, resultando na formacéo de corpusculos de Heinz (COSTA et al.,
2016). Por sua vez, os corpusculos de Heinz causam fragilidade das hemacias,
levando a hemdlise na espécie felina, geneticamente mais suscetivel a oxidagéo
eritrocitaria (SILVA; BORGES, 2018). Por essa razdo, a curcumina pode ser uma
opc¢ao vantajosa quando utilizada como fotossensibilizador na espécie felina, pois,
somando-se a esse fato, ndo ha relato de resisténcia microbiana ou intoxicacado na
espécie. Além disso, trata-se de uma substancia com menores custos de aquisicéo

Os resultados mostraram que ao associar a curcumina com 0 agente
antifingico, ambos em concentragfes subinibitérias encontradas nos testes de
Inativagdo Fotodindmica e no de CIM, foi possivel eliminar os fungos estudados e foi
observado que a ordem na qual as terapias sédo aplicadas exerce influéncia nos
resultados obtidos, sendo que melhores os resultados sédo encontrados quando a

TFDa é aplicada antes da terapia antifingica. Assim, foi preciso investigar se havia
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mudancas moleculares na curcumina que justificasse a falta de efeito na

combinacgéo quando o antifingico era administrado antes.

3.6 Taxa de fotobranqueamento

As moléculas possuem propriedades especificas relacionadas a sua
disponibilidade em solucbes. Biomoléculas podem ser caracterizadas através de
ferramentas distintas, inclusive a partir da interacdo da luz. A espectrometria € uma
ferramenta que pode indicar mudancas nos agregados moleculares a partir do
formato do espectro de absorcdo, portanto o espectro formado é resultante da
presenca de todas as moléculas presentes em uma solucdo (OLIVEIRA, 2021).
Além disso, a intensidade do espectro esta diretamente relacionada com a
quantidade de molécula presente no meio e, por isso, pode ser usada para indicar
quando h& degradacdo (NASCIMENTO, 2016).

Assim, todas as substancias, curcumina, itraconazol, cetoconazol e iodeto de
potassio, foram analisadas a partir de seus espectros de absorcdo em
espectofotbmetro UV-VIS, como ilustrado no gréafico da Figura 25. O itraconazol e o
cetoconazol ndo possuem picos e bandas de absorcdo especificas e relevantes, ao
contrario da curcumina e do iodeto de potassio, que possuem suas bandas na regiao
azul e violeta do espectro eletromagnético, centradas em 423 nm e 350 nm,

respectivamente.
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Figura 25. Espectro da curcumina, iodeto de potassio, cetoconazol e itraconazol, mostrando pico de
absor¢do na regido do azul e violeta para a curcumina e iodeto de potéssio, respectivamente. O
itraconazol e o cetoconazol ndo apresentam pico. Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

A partir dos espectros de absorcdo, antes da interacdo com a luz para
comparacao, cada uma das solucdes foi iluminada em comprimento de onda de 450
nm (luz azul) por 15 minutos (31,5 J/cm?). Amostras foram tomadas com intervalos
de 2 minutos para estudar as mudancas no espectro a partir da iluminagdo, como
mostrado na figura 26-A. E possivel ver que o espectro de absorcéo da curcumina
pura decai a medida que recebe mais luz, indicando fotodegradacédo da substancia
(photobleaching) (NASCIMENTO, 2016). Além disso, seu pico de absorcdo é
deslocado de 423 nm para regides do violeta, chegando, ao final dos 15 minutos de
luz, com o pico centrado em 362 nm. Esse deslocamento do pico indica alteracdes
moleculares, mostrando que a degradacdo pode resultar em outros subprodutos
(NASCIMENTO, 2016). A partir do pico inicial, os valores de absor¢do foram

normalizados e o comportamento de decaimento esta mostrado na Figura 26-B.
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Para entender como a luz interagia com os antifungicos, foi feito o mesmo

experimento com o0 Unico composto que apresentava bandas de absorcéo

caracteristica, o iodeto de potassio. A solucdo manteve seu pico de absorcdo em

354 nm, sem deslocamentos, como visto na figura 27-A, porém, observa-se que

também ha crescimento durante a iluminacdo. O itraconazol e o cetoconazol néo

foram estudados, pois ndo apresentaram pico de absor¢cédo em espectrofotometria.
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Figura 27. Espectro de absorcao do iodeto de potassio ao longo de 15 minutos de iluminacdo com
luz azul, com afericdo a cada 2 minutos (A) e andlise da sua fotodegradacdo (B). Fonte: Elaborado

pela autora, 2023.

A partir da determinacdo do comportamento dos compostos individuais, o

experimento foi realizado, também, com a associagdo dos farmacos com a
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curcumina, para saber se, ao mistura-los durante o tratamento, haveria alguma
alteracdo molecular ou na taxa de fotodegradacéao.

Na figura 28-A estdo mostrados o0s espectros da solugdo de curcumina e
itraconazol apds 15 minutos de luz. E possivel observar que a presenca do
itraconazol néo foi responsavel por qualquer alteracdo no pico de absorcao, que se
manteve em 423 nm. Além disso, durante sua iluminacao, os espectros mostraram o
mesmo deslocamento de pico, terminando sua iluminacdo com o pico centrado em
360 nm. Ao, finalmente, analisar a taxa de fotobranqueamento das solu¢des (Figura
28-B), o comportamento de bleaching continua similar, sem alteracdo na velocidade
de degradacdo. Isso indica, de maneira geral, que a alteracdo da efetividade da
combinacao das técnicas ndo tem relagédo direta com uma mudanga molecular, para

0 caso do itraconazol.
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Figura 28. Espectro de absorc¢édo da solugdo de curcumina e itraconazol ao longo de 15 minutos de
iluminagcdo com luz azul, com afericdo a cada 2 minutos (A) e andlise da sua fotodegradacgédo (B).
Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

A solucéo de curcumina com cetoconazol também se manteve semelhante a
solugcéao de curcumina pura iluminada, como mostrado na figura 29-A. Em ambas as
misturas, vemos que o pico de absorcdo da solucdo esteve em 423 nm, com
deslocamento para a esquerda (regido do violeta), durante as afericbes. Também foi
possivel notar o decaimento do espectro de absorcdo em ambas, como ocorrido na
solugcdo de curcumina pura. Entretanto, quando analisado a velocidade de
decaimento do pico, a solugcdo curcumina e cetoconazol mostra um atraso na

degradacgdo, comparado a solucao de curcumina sozinha (Figura 29-B).
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Figura 29. Espectro de absorcéo da solucdo de curcumina e cetoconazol ao longo de 15 minutos de

iluminagcdo com luz azul, com afericdo a cada 2 minutos (A) e andlise da sua fotodegradacgédo (B).
Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

O comportamento da solucdo de curcumina e iodeto de potassio é mostrado
na Figura 30, na qual, além de ndo se ver decaimento no espectro de absorcéo
durante a iluminacdo, notamos o deslocamento do pico da curcumina, tendendo
para a esquerda do grafico, regido correspondente a luz violeta em 354 nm de
comprimento de onda.

Em relacdo a combinacdo do iodeto de potassio com a curcumina, ha uma
clara alteracdo nos espectros de absorcdo inicial, dado que ambos apresentam
picos na mesma regiao e esses picos se somam. Assim, como eles possuem
comportamentos contrarios para as moléculas individuais, 0 comportamento durante
a iluminacdo mostra uma estabilidade no pico (Figura 30-A). Como resultado global,

ha um atraso na fotodegradacdo comparada a solucdo de curcumina pura, mostrado
na figura 30-B.
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Figura 30. Espectro de absorcdo da solucdo de curcumina e iodeto de potédssio ao longo de 15
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O comportamento encontrado para o itraconazol e cetoconazol indica que a
alteracdo na efetividade fotodindmica ndo, necessariamente, tem relagdo com
mudanc¢as moleculares, devido a manuten¢cédo da banda de absor¢céo obtida com a
curcumina pura. O iodeto de potassio, por apresentar picos bem caracteristicos,
mostra uma alteracdo espectral e de comportamento, mostrando uma possivel
alteracdo entre as moléculas. Uma hipétese para essa reducdo de efetividade € que
a presenca de outras moléculas funcionam como um sequestrador de oxigénio
singleto, disponibilizando menos no sistema para a morte do microrganismo, quando
comparada com a TFDa sozinha (PEREIRA, 2020). Por isso, ha uma reducao do
efeito quando o antifingico é colocado antes do fotossensibilizador.

Também, a partir da fotodegradacédo, além de radicais livres e radiacdo UV,
sdo formadas espécies reativas (NASCIMENTO, 2016). Ao associar o iodeto de
potassio a curcumina e incidir radiacdo, observou-se 0 atraso na fotodegradacéo da
solucédo, podendo, portanto, levar a acreditar que a menor eficiéncia se deve ao fato
de haver uma menor disponibilidade de espécies reativas de oxigénio causando o
efeito fotodinamico esperado.

Entretanto, quando aplicada antes, a TFDa funciona normalmente e causa
uma determinada destruicdo na parede do microrganismo, permitindo ainda mais
permeabilidade para a entrada do antifungico, o que justificaria sua maior efetividade
(SOARES, 2019). Em um estudo analisando os efeitos da TFDa em associagao ao
uso de antifungico oral, foi possivel a quase completa inativacdo de cepas de
Trichosphoron asahii em ensaios com biofilmes desta espécie, mostrando melhores

resultados quando a TFDa foi realizada antes da terapia antifingica em comparacao
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com a TFDa usada isoladamente (LAN et al., 2020). Este mesmo estudo aplicou a
TFDa em uma paciente com lesdes crbnicas causadas pelo patdogeno ha mais de
um ano, em associagdo ao uso de itraconazol oral. Apos 4 meses, sendo um deles
realizada a TFDa com intervalos de 1 semana entre as sessdes (quatro sessdes no
total), foi possivel ver a cura clinica das lesbes. Os parametros utilizados para o
estudo foi o ALA como fotossensibilizador e luz vermelha a 635 nm e fluéncia de 60
mW/cm2. Este estudo atribuiu a quebra da resisténcia fangica a alteracdes
morfolégicas ao microrganismo causadas pela TFDa (LAN et al., 2020).

Em um estudo avaliando o sinergismo da TFDa contra S. aureus e E. coli
guando acrescida de iodeto de potassio, concluiu que essa associacdo pode gerar
iodo molecular biocida e &cido hipoiodoso, além de radicais reativos de iodeto,
resultando em maior morte bacteriana devido a danos na parede celular das
espécies estudadas (VECCHIO et al., 2015).

O entendimento destes processos ajudam a planejar o melhor
protocolo de tratamento, seja para o uso da TFDa como monoterapia, seja
combinada com o uso de medicamentos antifiingicos e sua ordem de aplicacéo,
buscando oferecer solucdes terapéuticas eficazes e seguras e gque possam ter maior
adesdao por parte do proprietario ou do paciente atendido, resultando em reducédo de
abandono de tratamento e de animais e na reducdo de tempo, custos, efeitos
colateriais e resisténcia microbiana que possa ser gerada durante o processo de

cura.

Capitulo 4 — Conclusdes

7

Considerando que a TFDa ainda ndo é uma terapia tdo explorada no
tratamento da esporotricose e que ndo ha relatos do uso da curcumina contra esse
microrganismo, foi necessario usar a C. albicans, fungo amplamente estudado em
testes usando a curcumina como FS, como parametro para avaliar as concentragdes
a serem aplicadas contra o S. brasiliensis e 0 S. schenckii. Foi estabelecida a curva
de crescimento que determinou que a fase estacionaria dos filamentos de S.
brasiliensis ocorre entre 0 5° e o 7° dia de crescimento com D.O. de 0,11 e as suas
leveduras entre 0 9° e 0 10° dia de crescimento com D.O. de 0,18. A curva de

crescimento do S. schenckii indicou que a fase estacionaria dos seus filamentos
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ocorre de 4 a 6 dias de crescimento com D.O. de 0,5 e de 4 a 5 dias de crescimento
para as leveduras com D.O. estabelecida em 0,2.

Para saber se a curcumina tinha poder de penetragdo no Sporothrix spp. foi
realizada microscopia confocal na qual foi possivel visualizar o FS dentro dos limites
celulares do fungo. Ainda, foi possivel determinar qual o melhor tempo de incubacgéo
da curcumina que foi definido em 20 minutos.

Apos a determinacdo do melhor intervalo droga-luz, a TFDa foi realizada e se
mostrou eficaz em eliminar totalmente a C. albicans, o S. brasiliensis e o S. schenckii
com concentracbes de curcumina de 15 ug/mL, 15 pg/mL e 7,5 ug/mL,
respectivamente e dose de luz de 31,5 J/cm?. Além da eliminacéo total do fungo, foi
possivel reducdo de até 3 logs dos microrganismos estudados com menores
concentracdes do FS. Como os grupos controle nos quais avaliaram a acao da luz e
das diferentes concentracfes de FS individualmente ndo mostraram reducdo na
populacdo fungica, a reducdo da populacdo microbiana pode ser relacionada ao
efeito fotodindmico da terapia.

Para a associagdo da TFDa com a terapia convencional, visando a reducao
da dose de antifungico, foi necessario conhecer a CIM do itraconazol, cetoconazol e
do iodeto de potassio nos fungos estudados, que foi estipulada em 0,125 pg/mL para
a C. albicans, 2 yg/mL para o S. brasiliensis e 0,25 pg/mL para o S. schenckii, frente
ao itraconazol, 0,25, 0,25 e 0,125 pg/mL para a C. albicans, S. brasiliensis e S.
schenckii, respectivamente, frente ao cetoconazol e 31,5 mg/,L para a C. albicans,
250 mg/mL para o S. brasiliensis e 62,5 mg/mL para o S. schenckii frente ao iodeto
de potassio.

Ao associar a terapia antifingica com a TFDa também foi possivel eliminar
totalmente os microrganismos estudados, desde que a TFDa fosse aplicada antes
da terapia antifingica, com concentracdes subinibitérias tanto da curcumina quanto
dos antifingicos. A C. albicans foi eliminada com concentragcdo de 7,5 ug/mL de
curcumina e concentragdes a partir de 0,0625 ug/mL de itraconazol, 0,125 ug/mL de
cetoconazol e de 15,6 mg/mL de iodeto de potassio; o S. brasiliensis com 7,5 pyg/mL
de curcumina e concentragdes superiores a 0,125 pg/mL de itraconazol e
cetoconazol e de 125 mg/mL de iodeto de potassio e o S. schenckii com 0,75 pug/mL
de curcumina e concentragdes acima de 0,0625 pg/mL de itraconazol e cetoconazol

e de 31,2 mg/mL de iodeto de potassio.
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A taxa de fotobranqueamento da curcumina associada ao itraconazol e ao
cetoconazol ndo indicou mudancas no pico de absor¢cdo da molécula, ao contrario
do observado quando analisada a solugdo de curcumina com iodeto de potéassio.
Houve alteracdo na velocidade da taxa de degradagcéo na solucdo cetoconazol e
curcumina e na solucéo iodeto de potassio e curcumina, tornando-a mais lenta e
reduzindo, possivelmente, a formacdo de ROS.

Portanto, o presente estudo mostrou que a TFDa pode ser uma aliada
importante no combate a esporotricose. Os estudos in vitro mostraram resultados
promissores, com morte de todos os microrganismos trabalhados, tanto como
monoterapia, quanto associada ao tratamento convencional, porém, a ordem na qual
as terapias sao aplicadas durante a combinacdo deve ser escolhida criteriosamente,
de modo que se obtenha uma maximizacao dos resultados, provavelmente ligados a
destruicdo da parede celular fangica causada pela TFDa antes do farmaco,
potencializando o efeito do antifingico.

Ao associar os tratamentos, espera-se que a dose de antifingico necessaria
para a cura da esporotricose seja reduzida, assim como o tempo de uso dos
medicamentos, com isso, espera-se também a reducdo no surgimento de efeitos
colaterais ocasionados pelo uso prolongado dos farmacos associado com suas
doses mais elevadas. O resultado esperado é que haja uma maior taxa de sucesso
do tratamento e reducéo da disseminacdo da esporotricose, ocasionados pela maior
adeséao dos pacientes ao tratamento.
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