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RESUMO

A humanidade tem sido atormentada por doengas infecciosas ao longo da histéria e continuam sendo uma das
principais causas de morte no mundo. As infecgdes fungicas (IFs) representam um exemplo dessas doengas
emergentes, sendo responsaveis por aproximadamente 1,7 milhdo de mortes anualmente. O fungo Candida
albicans pode atuar como patdgeno oportunista que possui como mecanismo de resisténcia a capacidade da
formacdo de biofilmes. Biofilmes de C. albicans sdo resistentes a agentes antifiingicos, portanto, a busca por
terapias alternativas que sejam capazes de inativar os biofilmes é necessaria. Tratamentos alternativos surgem,
como é o caso da inativagdo fotodindmica (PDI), sonodinamica (SDI) e sonofotodinamica (SPDi). O presente
trabalho analisou a PDI, SDI e SPDI, mediados pela Curcumina como fotossensibilizador na inativacdo de
biofilmes de C.albicans, além disso, o trabalho avaliou o papel dos parametros de ultrassom e luz na inativagao
sonofotodiamica. Dessa forma, os resultados demonstraram que a SPDI, PDI e SDI foram capazes de reduzir a
viabilidade em 6,0; 1,2; 2,0 log, respectivamente, em comparagdo com o biofilme controle. Os resultados
mostraram que com doses baixas de US, diminui a efetividade do tratamento, e com doses maiores, a
efetividade é maior, portanto, o US possui um papel fundamental na efetividade. Os resultados também
demonstrarm que o uso da luz em combinagdo com o US é uma opgdo promissora alternativa para superar
limitagdes da PDI e SDI. Esses aspectos reforcam e incentivam o uso e avaliagdo da SPDI para doencas

microbianas.

Palavras-chave: Terapia Fotodindmica. Terapia Sonodinamica. Terapia Sonofotodinamica. Candida albicans.

Curcumina. Ultrassom. Biofilme.
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ABSTRACT

Humanity has been plagued by infectious diseases throughout history and they remain one of the leading causes
of death in the world. Fungal infections (Fls) represent an example of these emerging diseases, accounting for
approximately 1.7 million deaths annually. The fungus Candida albicans can act as an opportunistic pathogen
that has the ability to form biofilms as a resistance mechanism. C. albicans biofilms are resistant to antifungal
agents, therefore, the search for alternative therapies that are able to inactivate biofilms is necessary.
Alternative treatments arise, such as photodynamic inactivation (PDI), sonodynamic (SDI) and
sonophotodynamic (SPDI). The present work analyzed PDI, SDI and SPDI, mediated by Curcumin as a
photosensitizer in the inactivation of C.albicans biofilms, in addition, the work evaluated the role of ultrasound
and light parameters in sonophotodynamic inactivation. Thus, the results showed that SPDI, PDI and SDI were
able to reduce viability by 6.0; 1.2; 2.0 log, respectively, compared to the control biofilm. The results showed
that with low doses of US, the effectiveness of the treatment decreases, and with higher doses, the
effectiveness is greater, therefore, the US has a fundamental role in the effectiveness. The results also
demonstrate that the use of light in combination with US is a promising alternative option to overcome
limitations of PDI and SDI. These aspects reinforce and encourage the use and evaluation of SPDI for microbial

diseases.

Keywords: Photodynamic Therapy. Sonodynamic Therapy. Sonophotodynamic Therapy. Candida albicans.
Curcumin. Ultrasound. Biofilm.
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Capitulo 1 Introducgdo

1.1 Candida albicans

A humanidade tem sido atormentada por doencas infecciosas ao longo da histdria, e
a atual pandemia de COVID-19 (doenca de coronavirus) é um lembrete assustador de que
essa suscetibilidade persiste em nossa sociedade moderna. Afinal, as doengas infecciosas
continuam sendo uma das principais causas de morte no mundo. Infelizmente, algumas
dessas “ameacas microbianas” foram subestimadas e negligenciadas pelas autoridades de
saude, embora ponham em risco milhdes de vidas todos os anos em todo o mundo. As
infeccdes fungicas (IFs) representam um exemplo dessas doencas emergentes
negligenciadas, sendo responsadveis por aproximadamente 1,7 milhdo de mortes
anualmente. Assim, as IFs estdo se tornando cada vez mais um problema de saude global
associado a altas taxas de morbidade e mortalidade, bem como a consequéncias
socioeconOmicas devastadoras. Em relacdo as infec¢des fungicas, elas apresentam um
desafio clinico particular devido a alta mortalidade, falta de vacinas, diagndsticos limitados e
aumento da resisténcia aos antifungicos (BAYONA et al; 2021; HOENIGL et al; 2022; KAINZ et
al; 2020; BONGOMIN et al , 2017).

A Candida albicans e espécies correlatas vivem como comensais no corpo da maioria
dos seres humanos saudaveis. Como patdgenos oportunistas, esses microrganismos podem
colonizar cavidades, e penetrar nos tecidos em resposta a alteracbes na fisiologia do
hospedeiro com fungdes imunoldgicas comprometidas. Este microrganismo apresenta a
capacidade de dimorfismo, ou seja, pode alterar sua morfologia de blastéporo (Figura 1),
unicelular e frequentemente esporulado para a forma de hifas sob determinadas alteracgdes
das condi¢Ges ambientais. (CAMPANHA, 2005).

Em muitos individuos saudaveis, a Candida spp. estd presente como um comensal
inofensivo, em cavidade oral, na pele, nas mucosas, no sistema urogenital e no trato

gastrointestinal. Entretanto, a prevaléncia de doengas graves causadas por estes fungos
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aumentou nas Ultimas décadas devido ao numero crescente de individuos
imunocomprometidos, incluindo pacientes com cancer, receptores de transplante de érgaos,
individuos infectados com HIV e o aumento da populacdo idosa. A espécie Candida albicans
€ a espécie mais isolada em infec¢bes micdticas, podendo causar infec¢es superficiais ou
até fungemia. A capacidade deste fungo em causar infec¢Ges estd relacionada a diversas
caracteristicas que o auxiliam na penetracdo do tecido hospedeiro, como por exemplo, a
producdo das enzimas proteinases e fosfolipases, uma vez que hidrolisam importantes
constituintes da membrana citoplasmatica da célula hospedeira (LEE et al; 2021; ALVES,
2018). Além disso, a capacidade de crescer e formar filamentos também facilitam a invasao

do tecido epitelial (ALVES et al; 2018).

Figura 2. Candida albicans em suspensdo vista em microscopio de luz. Fonte: Autoria propria.

1.2 Antifungicos
Dentre os antifungicos utilizados na area terapéutica de candidiases invasivas,
destacam-se triazdlicos, como fluconazol, derivados poliénicos, como anfotericina B, e, do

grupo das equinocandinas, a caspofungina. A anfotericina B é indicada para formas graves de
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doencga invasiva, pertence ao grupo dos poliénicos. Uma vez identificado o patégeno
causador da infecgdo, a falha na terapia antifungica pode ocorrer devido a resisténcia do
microrganismo. A resisténcia a medicamentos antifungicos é um amplo conceito que
descreve o fracasso de uma terapia antifungica, e resulta na persisténcia ou progressao de
uma infeccdo . A resisténcia microbioldgica envolve mecanismos moleculares e pode ser
intrinseca ou adquirida. A resisténcia intrinseca é uma caracteristica fenotipica de uma
determinada espécie de microrganismo, e confere a ele a resisténcia antes da exposi¢ao
deste ao antifingico. Jd a resisténcia adquirida ocorre em microrganismos que
desenvolveram mutagdes apds a exposicao ao antifungico e posteriormente houve a sele¢ao,

sobrevivéncia e proliferacdo daqueles mutantes resistentes (VIEIRA et al; 2017).

1.3 Biofilme

Uma outra forma de mecanismo de resisténcia, é a capacidade da formacdo de
biofilmes. Varias espécies de leveduras do género Candida tém a habilidade de produzir
biofilme, inclusive C. albicans. O biofilme é uma comunidade estruturada de microrganismos
ligados a uma superficie, e estdo protegidos por uma matriz extracelular (COSTERTON et al;
1999; RAMAGE et al; 2009; VIEIRA et al; 2017). Os beneficios de organismos que estdo sendo
organizados como biofilmes incluem protecdo de mudancas ambientais, protecdo contra
defesa, permitindo cooperacao metabdlica e regulacao de expressao génica . Por estas
razoes, células de biofilmes exibem caracteristicas fenotipicas Unicas comparados a suas
células planctbnicas, e de uma perspectiva, tendem a ser mais resistentes aos agentes
antimicrobianos (RAMAGE et al. 2009). Desta forma, possuem grande importancia clinica,
uma vez que estdo relacionados a resisténcia aos tratamentos antifingicos, o que contribui
para alta morbidade e mortalidade, podendo ser considerado dos principais fatores de
viruléncia que contribuem para a patogénese da candidiase. (WALL et al; 2019).

A matriz extracelular que envolve as células, contribui para a preservacdo da
arquitetura do biofilme e para a manutencao de intera¢des célula-célula estaveis, célula-

superficie e célula-ambiente. Em geral, o processo de desenvolvimento do biofilme de C.
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albicans pode ser dividido em quatro fases principais: adesdo, proliferacdo, maturagao e
dispersao, conforme é representado na Figura 1.1. O inicio fase de aderéncia, as células de
levedura aderem a uma superficie do material e formam uma camada basal que ird ancorar
o biofilme em superficie. Isto é seguido por uma fase de proliferacdo, que é caracterizada
pelo inicio de filamentos que levam ao surgimento de hifas e pseudo-hifas, que continuam a
se alongar durante todo o processo de desenvolvimento do biofilme, formando uma rede
gue contribui para a robustez do biofilme. Na fase de maturac¢do, o andaime de hifas ficam
envoltos em um manto de substancias poliméricas (EPS) auto produzidas que agem
essencialmente como um adesivo que mantém toda a estrutura do biofilme unida (Flemming
e Wingender 2010; WALL et al; 2019).

A EPS de C. albicans é composta por carboidratos, proteinas, lipidios e DNA que
interagem entre si, e conferem as propriedades da matriz. Como parte deste processo de
desenvolvimento, continuamente ha a dispersdo de células de levedura dos biofilmes de C.
albicans que servem para infectar novos locais. O estagio de dispersdo garante que o “ciclo
de vida do biofilme” recomece e haja a formacao de colonias fungicas nas superficies vizinhas

(WALL et al; 2019).

Dispersdao

P 9%

Adesao Maturacgao

Formacao do Biofilme

Colonizagao Proliferagao

\/

Figura 1.1. Representacdo esquematica da formacao de biofilme. Fonte: Autoria prdpria.
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O surgimento de microrganismos resistentes tem preocupado os profissionais que
lidam com doencas infecciosas. De acordo com uma revisdo presidida por Jim O'Neill, em
2050 a resisténcia antimicrobiana causara cerca de 10 milhdes de mortes, ainda mais do que
o cancer (aproximadamente 8,2 milhdes de mortes) (ALVES et al; 2021). Diante das
dificuldades relacionadas a resisténcia fungica, a inativacdo fotodinamica antimicrobiana
(PDI) vem sendo sugerida como promissora para inativacdo microbiana (DONELLEY et al;

2008; ALVES et al; 2021).

1.4 Inativagao Fotodinamica

A Inativacdo Fotodindmica Antimicrobiana (PDI) teve origem no inicio do século XX,
em Munique, quando Oscar Raab e seu professor Herman von Tappeiner observaram os
efeitos decorrentes da fotossensibilizacdo em paramécio. Raab observou a morte rapida de
um protozoario, Paramecium caudatum, depois da exposicdo a luz na presenca do corante
acridina. A presenca da luz, modificando a a¢dao do corante, permitiu a identificagdao de um
fotossensibilizante.Subsequentemente, seu professor Von Tappeiner ampliou as descobertas
com outros experimentos e descobriu a necessidade da presenca do oxigénio para a reacao,
criando o termo PDT (TAUB, 2007).

A PDI requer a associagdo de oxigénio, uma fonte de luz visivel e fotossensibilizador
para exercer a atividade antimicrobiana (Bonnett e Martinez 2001), a figura 1.2 representa a
inativagdao Fotodinamica em biofilme de Candida albicans.

O mecanismo de a¢do da PDI baseia-se na administracdo tépica ou sistémica de uma
substancia ndo toxica e sensivel a luz, denominada de fotossensibilizador (FS), que em
seguida é irradiada em baixas doses de luz visivel em um comprimento de onda na regido de
absorg¢do da substancia em questdo. Assim, quando o FS é irradiado, absorve fétons da fonte
de luz e seus elétrons passam para o estado excitado singleto, indo para um nivel eletronico
de maior energia. Dessa forma, uma vez no estado excitado, o FS pode retornar ao seu
estado fundamental por via de dois processos: radiativos (fluorescéncia ou fosforescéncia)

ou ndo radiativos. O FS excitado pode reagir com moléculas na sua vizinhangca por
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transferéncia de elétrons ou hidrogénio levando a produgdo de radicais livres (reagao do tipo
I) ou por transferéncia de energia ao oxigénio (reacao do tipo Il), levando a produgao de
oxigénio singleto, ambos os caminhos podem levar a morte celular e a destruigdao do tecido
doente (HAMBLIN, 2017).

Entretanto, estudos mostraram que os biofilmes de Candida sdo menos suscetiveis a

PDI quando comparados com suas células planctonicas (ALVES et al; 2018).

Inativacao Fotodinédmica

Irradiagéo
de Luz

Biofilme
de Candida
albicans

Moléculas
Fotossensibilizadoras ‘

ou +

Figura 1.2. Inativacdo fotodindmica. A PDT é baseada na interacdo entre um farmaco fotoativo ndo téxico

(fotossensibilizador, FS) e luz visivel de baixa intensidade. Fonte: Autoria propria

1.5 Inativa¢do Sonodinamica

A inativacdo sonodinamica (SDI), ou terapia sonodinamica antimicrobiana (SDI), foi
sugerida como uma nova abordagem para a descontaminagdao microbiana e para o
tratamento de doencas infecciosas. Essa técnica é capaz de inativar células por meio de
efeitos sonomecanicos e sonoquimicos que ocorrem com a aplicacdo do ultrassom na

presenca de moléculas sonossensibilizadoras (SS) (ALVES et al; 2021). Conforme mostrado na
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Figura 1.3, as ondas acusticas que se propagam em um meio criam zonas de alta pressao
(compressao) e zonas de baixa pressdao (rarefacdao), respectivamente. Essa diferenga de
pressdao em movimento provoca a formacao e oscilacdo de microbolhas no meio liquido, em
um fendbmeno denominado cavitag¢dao (CHOI, et al., 2020)).

A cavitagdo estavel ou ndo inercial ocorre quando um ultrassom de baixa intensidade
é aplicado em um fluido e as microbolhas oscilam de forma estavel, tendo uma vida util muito
longa sem colapsar. A cavitagdo estdvel gera forgas mecanicas como pull-push,
microstreaming e forcas de radiacdo. Eles criam poros transitdrios na membrana celular
(sonoporacgao), facilitando a penetracdo de drogas, como os sensibilizadores (CHOI, et al.,
2020). Quando a energia fornecida é mais intensa, as microbolhas oscilantes atingem um
tamanho maior que seu raio critico e colapsam, no fendmeno da cavitacdo inercial. Durante
o colapso das microbolhas, a energia absorvida causa microjateamento e emissao de ondas
de choque, efeitos sonomecanicos que danificam a membrana plasmatica causando
sonoporacgao e podem levar a ruptura e morte celular (WISCHHUSEN et al., 2018). Por fim,
guando as microbolhas implodem, a grande quantidade de energia liberada cria um
microambiente em condicGes extremas de temperatura e pressao (pontos quentes), e causa
emissdo de luz (sonoluminescéncia) (YASUI, 2018). O aumento de temperatura e pressao
quebra o vapor d'dgua e as moléculas sensibilizadoras, gerando espécies altamente reativas
de oxigénio (ROS), como OHe, 02¢ H202 e 102, nas rea¢des sonoquimicas. As ERO interagem
com moléculas bioldgicas danificando as células dos microrganismos e seus biofilmes. Além
das reacdes quimicas, as forcas mecéanicas sdo de grande importancia, pois causam o
rompimento do biofilme (CHOI et al., 2020; FAN et al., 2021).

A utilizacdo do US na inativacdo de biofilmes permite superar algumas limitacdes de
luz na PDI, melhorando a eficacia do tratamento. O ultrassom tem a capacidade de penetrar
nos tecidos profundos (Martins et al., 2021), podendo assim penetrar mais profundamente
na matriz extracelular, desestruturando o biofilme e ativando o FS em camadas profundas.
Além disso, as células podem absorver maior quantidade de FS devido aos poros criados na

membrana na sonopora¢ao, aumentando a inativacdo de microrganismos.
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PE T anedl

eitos
ompressaol SONOMECANICOS

N
/(v\ Pull-Push

Transdutor de
Ultrassom

wg

...

-9
3

7 Rarefagéo
. = = p 7 @ C
Cavitaggo Estavel © - 0-Q©c@QcQc /(V\ (W 1 Radiation force
ke |~ % X\ A N\ f " "
Cavitagdo Inercial — © « € <« «=( = x\}( s \) = “(_ Microstreaming

3{» Microjetting

' Hot Spot  Sonoluminescéncia

| Shock waves
Sonoquimicos

e O 0
I
IP++.—~

Sonoluminescéncia

Biofil . y C
déoé?"e‘jida - P ' Moléculas” Luz +e + -

albicans Sensibilizadoras

Figura 1.3. Inativagdo sonodinamica. Efeitos sonomecanicos e sonoquimicos induzidos pelo fendmeno de
cavitagdo atuando sobre um biofilme de C. albicans. Reagdes mecanicas de pull-push, for¢ca de radiagdo e
microstreaming sdo geradas através da cavitacdo estavel, enquanto a cavitacdo inercial leva a microjateamento
e emissdao de ondas de choque. As reagdes sonoquimicas ocorrem por dois mecanismos: a sonoluminescéncia,
onde a luz emitida pela implosdo da bolha ativa as moléculas sensibilizadoras que reagem com o oxigénio e as
biomoléculas, gerando ROS, como OHe, O2e, H202 e 102. No ponto quente, os altos valores de temperatura e
pressdao produzem vapor de agua e quebram as moléculas de agua. Adicionalmente, no ponto quente as
moléculas sensibilizadoras sdo quebradas, originando mais EROs. Esses eventos levam a inativacdo do

microrganismo e danos ao biofilme. Fonte: Autoria prépria.

1.6 Inativa¢ao Sonofotodinamica

Uma nova abordagem que combina a aplicacdo de ultrassom e luz para ativar o FS,
conhecida como inativacdo sonofotodinamica (SPDI), ou terapia sonofotodindmica
antimicrobiana (SPDI), tem mostrado resultados mais eficazes do que a aplicacdo isolada de
tratamentos. A figura 1.4 representa a inativacao Sonofotodinamica em biofilme de Candida
albicans.

A vantagem do tratamento combinado baseia-se na uniao dos efeitos sonodinamicos
(SDI) e fotodinamicos (PDI). A SPDT busca aliar todos os beneficios da PDT e SDT, com duas

fontes de energia, ha a possibilidade de atingir tecidos que apenas a PDT ndo é capaz, bem
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como desagregar moléculas através da acao mecanica do ultrassom, auxiliar na dispersao da
matriz do biofilme (ALVES et al; 2021). A Figura 1.4 ilustra a aplicacdao de SPDI em um biofilme

de C. albicans.

Inativacdo Sonofotodinamica

Transdutor de
Ultrassom

Biofilme >
de Candida_£
albicans

Sensibilizadoras

Luz (450nm)

Figura 1.4 Inativacdo sonofotodindmica. Biofilme de C. albicans recebendo tratamento simultaneo de sono e
fotodinamica. Os mecanismos de agdo de ambas as terapias ocorrem simultaneamente. A luz ativa o PS gerando
reacGes tipo | e tipo Il, que produzem ROS. Adicionalmente, a aplicagdo do ultrassom produz efeitos
sonoquimicos e sonomecanicos, gerando mais ROS e também forgas mecanicas, respectivamente. Esses
eventos danificam o microrganismo e seu biofilme, contribuindo para o efeito de inativacdo. Fonte: Autoria
propria.

1.7 Curcumina e SDS

Os fotossensibilizadores (FS) sdo moléculas organicas capazes de interagir com a
radiacdo eletromagnética em regides do espectro que vao desde o ultravioleta (UV, 200-40
nm), até o inicio infravermelho préximo (1000nm). No estado excitado, essas moléculas
podem realizar diferentes processos de transferéncia de energia, podem promover a
excitacdo de outros substratos, de oxigénio molecular e a formacao de espécies radiculares.
Os FS capazes de absorver energia na regiao do visivel, em geral, sdo excitados a niveis de
energia adequados para transferir fétons e permitir a formacdo de espécies reativas de

oxigénio (BAGNATO et al; 2017).
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Dentre os FSs utilizados para mediar estes tratamentos destaca-se a curcumina, que
€ uma molécula extraida das raizes da Curcuma longa L (curcuma) (Figura 1.5). Possui
atividade anticancerigena estudada ha décadas, tendo um dos mecanismos de acdo para
inibir a proliferacdo de células tumorais. Devido a sua seguranga comprovada para humanos,
desde seu consumo comestivel em alguns paises, esta molécula mostra-se uma boa
alternativa no tratamento de uma variedade de doencas, e protocolos terapéuticos que vao
desde cancer, a controle de infec¢Oes causadas por varios microrganismos patogénicos. Além
disso, a curcumina também mostrou grande potencial como fotossensibilizador em PDI,
devido a sua capacidade de absorver a luz azul e gerar espécies reativas de oxigénio (ROS)

(DIAS et al; 2020).

Figura 1.5. Curcuma Longa - Agafrdo-da-terra. Fonte: Brasil Escola, 2020.

A curcuma apresenta trés principais pigmentos em sua composi¢ao: curcumina, bis-
demetoxicurumina, e demetoxicurcumina, no entanto o primeiro é o mais abundante na raiz

(GARBUIO, 2021). A Figura 1.6 apresenta a estrutura molecular desses curcumindides.
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Figura 1.6. Estrutura molecular dos curcumininoéides. (a) curcumina, (b) demetoxicurcumina e (c)

bisdemetoxicurcumina. Fonte: MAZZARINO, 2013.

Atualmente a Curcumina (Cur) tem atraido consideravel aten¢ao devido as suas varias
propriedades bioldgicas relatadas, tais como, antibacteriana, anti-inflamatéria, e
antioxidante. Recentemente, os derivados da cuUrcuma, conhecidos como pigmentos
curcumindides, vém demonstrando alto potencial na inativacdo fotodinamica de
microrganismos. Estudos mostram que a curcumina absorve luz na regidoazul, variando entre
os comprimentos de onda de 400 a 480 nm (PASCHOAL et al; 2013). No entanto, ha alguns
fatores a serem destacados, a curcumina apresenta baixa solubilidade em meios aquosos, e
também, hd uma dificuldade da sua incorporacdo no meio intracelular, pois possui uma
estrutura molecular grande (HU, 2015).

Entretanto, este FS apresenta baixa solubilidade no meio aquoso, assim, para
aumentar a eficacia dos tratamentos, uma possibilidade é associa-lo a um surfactante, como
o Dodecil Sulfato de Sddio (SDS). Os surfactantes sdo compostos organicos que contém na
mesma molécula dois grupos, um soluvel em agua (grupo polar ou hidrofilico), e o outro é
insoluvel em agua (apolar ou hidrofdbico) (ALVES, et al; 2021) e sdo frequentemente usados

na PDT para melhorar a solubilidade do PS (ALVES, et al; 2021).
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O presente trabalho buscou avaliar os tratamentos (PDI, SDI e SPDI), mediados pela
curcumina como fotossensibilizador na inativagdo de biofilmes de Candida albicans, e

analisar os parametros de luz e ultrassom na inativacdo sonofotodinamica.

2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os tratamentos (PDI, SDI e SPDI) mediados pela curcumina como
fotossensibilizador, com a adicdo do SDS como surfactante, na inativacdo de biofilmes de

Candida albicans.

2.2 Objetivo Especifico

Analisar os parametros de ultrassom reduzindo-se os valores de intensidade
mantendo-se a dose de luz fixa.

Analisar os parametros da luz reduzindo-se a dose de luz e mantendo-se a intensidade

de ultrassom fixa.

Capitulo 3. Materiais e Métodos

3.1 Fotossensibilizador

A curcumina (Cur, PDT Pharma, Cravinhos, SP, Brasil) foi utilizada no presente estudo
como fotossensibilizador. A quantia de 0,06g de p6 foi pesada em um baldo volumétrico de
10 mL, diluida em 10 mL de Dimetilsulféxido (DMSQO) para obter a concentracdo final de 16
mM (solucdo estoque). Entdo, a solucdo de trabalho foi obtida diluindo-se a solucdo estoque
em salina estéril até a concentracdo final de 80 pM em um tubo falcon (obtendo-se a

concentragdo final de DMSO de 0,5%). Em seguida, adicionou-se 0,01 g de SDS (LabSynth,
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Diadema, Brasil) obtendo-se a concentragao de 0,1% deste surfactante.

3.2 Fonte de luz e ultrassom

O Laboratério de Apoio Técnico (LAT), do Instituto deFisica de S3do Carlos (IFSC) da
Universidade de Sdo Paulo (USP), desenvolveu um protdtipo de luz LED azul (figura 2.1). Uma
peca de mao com um diodo emissor de luz azul (~ 455 nm) (LED, LXHLPRQ9, Luxeon Il
Emitter, Lumileds Lighting, San Jose, CA, USA) foi projetada pelo Instituto de Fisica de Sao
Carlos (Universidade de Sdo Paulo, Sdo Carlos, SP, Brasil).

O Ultrassom Recupero desenvolvido pela empresa MMO (S3o Carlos-sp) foi utilizado
no presente estudo (figura 2). E um equipamento fisioterapé&utico com um laser de diodo ou
semicondutor de baixa intensidade que esta conjugado na pe¢a de mao, no qual seu material
consiste em aluminio.

E um equipamento portatil e pratico, no qual sua intensidade vai de 0 3 1 W/cm?, a
ERA do transdutor possui um tamanho de 2,6 cm?. O ciclo de trabalho do ultrassom pode ser
trabalhado no modo pulsado ou modo continuo. Possui um Display sensivel ao toque de

“touch screen” 7 polegadas.

Gabinete

Conector de entrada
Chave stand by
Chave geral on/off
Conector de entrada de
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6. Conector de interlock
7. Chave de emergéncia
s ‘ v 8. Suporte da pega de
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9. Pecga de mao US
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Figura 2. Aparelho de ultrassom Recupero utilizado para a irradiagdo dos biofilmes de C. albicans. Elaborado
pela empresa MMO Optics (Sao Carlos).
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Figura 2.1. Aparelho de luz LED utilizado para iluminac¢do dos biofilmes de C. albicans. Elaborado pelo Instituto
de Fisica, USP — S3o Carlos (A/B).

3.3 Microrganismo e formacgao do biofilme

O microrganismo selecionado para este estudo foi uma cepa de C. albicans (ATCC
90028).
A cultura desse microrganismo foi armazenada em microtubos contendo meio de cultura
Tryptic Soy Broth (TSB) com glicerol a 50%, e congelada a -20 °C até o momento de sua
utilizacdo. Para o experimento, a levedura foi descongelada e reativada com uma alca de
inoculagdo em uma placa contendo meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose (SDA) e
incubadas em estufa a 37 °C por 48 h.

Apdbs 48 h, 8 colonias foram ressuspensas em um tubo falcon contendo 10 mL de TSB.
O tubo falcon foi incubado a 37 °C por 16 horas. Apds a incuba¢dao, uma aliquota de 500 plL
da suspensdo foi diluida em 9,5 mL de TSB e incubada por 8h até a fase mid-log de
crescimento. Em seguida, foi realizado o ajuste da concentra¢do da suspensao fungica em
espectrofotébmetro UV/VIS (Varian Cary 50, Agilent). Para isso, uma cubeta estéril com 2 mL
de TSB foi posicionada no interior do espectrofotometro ajustado para 540 nm e 0 de
absorbancia para fazer o “blank” (solugdo controle). Em seguida, uma outra cubeta com 2 mL
contendo a suspensdo celular preparada foi inserida no espectrofotdmetro e, entdo, fechado
para a leitura da concentracao celular. Esse procedimento foi repetido até que a
concentracdo celular fosse apontada pelo aparelho a um valor de absorbancia de 0,5; que

corresponde a concentracdo celular de 707células/mL.
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Para a formacgado do biofilme, 1 mL da suspensao foi transferida para placas de Cultura
de poliestireno, contendo 24 pocgos. Estas placas foram incubadas a 37 °C em uma incubadora
sob agitacdo (75 rpm) por 90 min para a fase de adesdo das células fungicas. Apds os 90
minutos, a suspensao de microrganismos foi removida e os orificios foram lavados duas vezes
com solucgdo salina tamponada com fosfato (PBS), para a remocdo de células ndo aderidas.
Em seguida, 1 mL de TSB foi adicionado aos pocos e foram levados para serem incubados
novamente na incubadora sob agita¢do (75 rpm) por 48h para a formacgao do biofilme. Apds
este periodo, a suspensao foi removida, os biofilmes foram lavados duas vezes com solucao

salina tamponada com fosfato (PBS).

3.4 Aplicagao dos tratamentos no biofilme

Para a aplicagdo da SDT, os biofilmes foram incubados com 1 mL de Cur a 80 uM, com
a adicdo do SDS a 0.01% e as placas foram incubadas no escuro por 20 min. Posteriormente,
o transdutor do US foi aplicado sobre os biofilmes por 30 min (grupo SDT). Para o grupo
controle, foi adicionado 1 mL da solucdo contendo salina e SDS e, em seguida, o US foi
aplicado sobre os biofilmes por 30 min (Grupo Controle US) .

Para a PDT, os biofilmes foram incubados por 20 minutos com 1 mL de Cur a 80 uM
com a adicdo do SDS e, em seguida, as placas foram irradiadas com a Caneta de luz LED azul
por 30 min (grupo PDT). Para o grupo controle, foi adicionado 1 mL da solu¢do contendo
salina e SDS e, em seguida, a fonte de luz foi aplicada sobre os biofilmes por 30 min (Grupo
Controle Luz) .

Também foram realizados testes com grupos PDT+SDT e SDT+PDT. Para o grupo
PDT+SDT, os biofilmes foram incubados por 20 minutos com 1 mL de Cur a 80 uM com a
adicdo do SDS e, em seguida, as placas foram irradiadas com a Caneta de luz LED azul por 15
min, em seguida, o transdutor do US foi aplicado sobre os biofilmes por 15 min (Grupo
PDT+SDT). Para o grupo controle, foi adicionado 1 mL da solucdo contendo salina e SDS e,
em seguida, a fonte de luz foi aplicada sobre os biofilmes por 15 min, posteriormente, o US
foi aplicado sobre os biofilmes por 15 min (Grupos Luz+US).

Para o grupo SDT+PDT, os biofilmes foram incubados por 20 minutos com 1 mL de
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Cur a 80 uM com a adicdao do SDS e, em seguida, o transdutor do US foi aplicado sobre os
biofilmes por 15 min, posteriormente, as placas foram irradiadas com a Caneta de luz LED
azul por 15 min (Grupo SDT+PDT). Para o grupo controle, foi adicionado 1 mL da solucdo
contendo salina e SDS e, em seguida, US foi aplicado sobre os biofilmes por 15 min, logo
depois, a fonte de luz foi aplicada sobre os biofilmes por 15 min (Grupo US+Luz).
Finalmente, para a SPDT, amostras adicionais foram incubadas por 20 min com 1 mL
da solugao contendo Cur a 80 uM com a adi¢cdo do SDS e tanto a luz quanto o US foram
aplicados simultaneamente nos mesmos parametros utilizados na PDT e SDT. Para o grupo
controle , foi adicionado 1 mL da solu¢do contendo salina e SDS, e tanto a luz quanto o US
foram aplicados simultaneamente nos mesmos parametros utilizados para o tratamento

SPDT.

Figura A

Figura 2.2. Inativacdo Sonofotodinamica (A/B). Inativacdo Fotodindmica (C). Fonte: Autoria prépria.

Ao término dos tratamentos, os biofilmes foram desprendidos do fundo da placa
esfregando-se a ponteira da pipeta por 30 s. Em seguida, uma aliquota de 100 puL foi
removida de cada poco e transferida para um eppendorf contendo 900 plL de solugdo salina
estéril. Este eppendorf foi agitado vigorosamente e uma nova aliquota de 100 pL foi removida
do mesmo e colocada em outro eppendorf contendo 900 pL de solugdo salina. Esse
procedimento de diluicdo seriada foi realizado cinco vezes para cada amostra, obtendo-se

diluicdes de 10° a 10°.
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As cinco diluigdes seriadas foram plagueadas em meio de cultura SDA e as placas
foram incubadas aerobicamente a 37 °C por 48 h na estufa. Em seguida, para determinar a
viabilidade celular dos biofilmes, foram calculadas as unidades formadoras de colonias
(UFC/mL). Os tratamentos foram realizados em duplicata em trés ocasides separadas. A

Tabela 3 mostra os parametros dos grupos de estudo.

Tabela 3. Parametros dos grupos de estudo.

Intensidade d
Dose de Luz ntensidade de

Grupos Cur [80pM SDS 0,1% uUs
P [80uM] (/cm?) o)

PDI + + 60 -

SDI + + - 1
SPDI + + 60 1

SDI + PDI + + 60 1
PDI + SDI + + 60 1
Luz - + 60 -

us - + - 1
Controle SPDI - + 60 1

Controle - - - -

3.5 Avaliacao do parametros do US e Fonte de Luz

Apds a avaliagao dos maiores parametros de ultrassom e luz mencionados no item
3.4, os resultados foram investigados, e foram realizados testes reduzindo-se as doses de
ultrassom e luz, de tal forma que pudesse ser obtido o limiar de cada processo, variando os
parametros de cada equipamento. As condicdes de parametros estdo descritas a seguir na

tabela 3.1

Tabela 3.1. Parametros de ultrassom utilizados nesta etapa do estudo.
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Dose de Luz Intensidade de

Grupos Cur [80uM] SDS 0,1% ) us
(J/cm?) (W/em?)
Variagao dos + + 60 1,0.6,0.3
parametros de
US para SPDI
Controle - + 60 1,0.6,0.3

Inicialmente, reduziu-se a intensidade do equipamento de ultrassom, em que foram
avaliadas as intensidades de 0.3 e 0.6 W/cm?. Para a SPDT, as amostras foram incubadas por
20 min com 1 mL da solu¢ao contendo Cur a 80 UM com a adi¢do do SDS e tanto a luz quanto
o US foram aplicados simultaneamente, sendo o US aplicado na poténcia de 0.3 ou 0.6
W/cm?, mantendo-se a dose de luz fixa em 60 J/cm?. Para os grupos controles (Grupo
Controle US 0.3 W/cm?+Luz e Grupo Controle US 0.6 W/cm?+Luz), foi adicionado 1 mL da
solucdo contendo salina e SDS, e tanto a luz quanto o US foram aplicados simultaneamente
nos mesmos parametros acima. O grupo Controle representou biofilmes que ndo receberam
nenhum tipo de tratamento e fotossensibilizador.

Ao término dos tratamentos, da mesma forma que no item 3.4, foi realizado o teste
de viabilidade celular (UFC/mL). Paraisso, os biofilmes foram desprendidos do fundo da placa
esfregando-se a ponteira da pipeta por 30 s. Em seguida, uma aliquota de 100 uL foi
removida de cada pogo e transferida para um eppendorf contendo 900 plL de solugdo salina
estéril. Este eppendorf foi agitado vigorosamente e uma nova aliquota de 100 pL foi removida
do mesmo e colocada em outro eppendorf contendo 900 uL de solucdo salina. Esse
procedimento de diluicdo seriada foi realizado cinco vezes para cada amostra, obtendo-se
diluicdes de 10°a 10°.

As cinco diluicGes seriadas foram plaqueadas em meio de cultura SDA e as placas
foram incubadas aerobicamente a 37 °C por 48 h na estufa. Em seguida, para determinar a
viabilidade celular dos biofilmes, foram calculadas as unidades formadoras de col6nias

(UFC/mL). Os tratamentos foram realizados em duplicata em trés ocasides separadas.
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Tabela 1.2 Parametros de luz utilizados nesta etapa do estudo.

Intensidade de

D delL
Grupos Cur [80uM] SDS 0,1% °(jjcn‘:z)“z us
(W/em?)
Variagao dos + + 60, 40, 20 1
parametros de
Luz para SPDI
Controle - + 60, 40, 20 1

Reduziu-se a dose de luz da caneta de luz LED, em que foram avaliadas as doses de 20
e 40 J/cm?. Para a SPDT, as amostras foram incubadas por 20 min com 1 mL da solugdo
contendo Cur a 80 uM com a adicdo do SDS e tanto a luz quanto o US foram aplicados
simultaneamente, sendo a luz aplicada nas doses de 20 e 40 J/cm?, mantendo-se o ultrassom
na intensidade de 1 W/cm?. Para os grupos controles, foi adicionado 1 mL da solugdo
contendo salina e SDS, e tanto a luz quanto o US foram aplicados simultaneamente nos
mesmos parametros acima. O grupo Controle representou biofilmes que n3do receberam
nenhum tipo de tratamento.

Ao término dos tratamentos, da mesma forma que no item 3.4, foi realizado o teste
de viabilidade celular (UFC/mL). Paraisso, os biofilmes foram desprendidos do fundo da placa
esfregando-se a ponteira da pipeta por 30 s. Em seguida, uma aliquota de 100 puL foi
removida de cada pogo e transferida para um eppendorf contendo 900 plL de solugdo salina
estéril. Este eppendorf foi agitado vigorosamente e uma nova aliquota de 100 pL foi removida
do mesmo e colocada em outro eppendorf contendo 900 pL de solucdo salina. Esse
procedimento de diluicdo seriada foi realizado cinco vezes para cada amostra, obtendo-se
diluicdes de 10° a 10°.

As cinco diluices seriadas foram plaqueadas em meio de cultura SDA e as placas
foram incubadas aerobicamente a 37 °C por 48 h na estufa. Em seguida, para determinar a
viabilidade celular dos biofilmes, foram calculadas as unidades formadoras de col6nias

(UFC/mL). Os tratamentos foram realizados em duplicata em trés ocasides separadas.
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Foi realizada andlise estatistica utilizando ANOVA seguida de Tukey (a = 0,05) para

comparar o grupo controle com os grupos tratados.

Capitulo 4 . Resultados e Discussao

8 Sem Curcumina
Com Curcumina

Log(UFC/mL)

C  PDI  SDI  SPDI  PDI+SDI  SDI+PDI
Grupos

Figura 3. Valores médios e desvio padrdo de Log(UFC/mL) dos grupos Controle, SDT, PDT e SPDT tratados na
presencga de Curcumina e SDS e valores médios e desvio padrdo de Log(UFC/mL) dos grupos PDT+SDT, SDT+PDT

e seus controles tratados na presenca de Curcumina e SDS.

A principal ideia deste trabalho é a verificacdo da combinacdo e possiveis processos
para efeitos cooperativos, baseado no modelo empirico. Observou-se que, dentre os
tratamentos realizados, o mais eficaz foi a SPDI (p= 0), seguida pela SDI (p=2,36292E-6) e PDI
(p= 0,00281), assim como mostra a figura 3. Quando os tratamentos foram aplicados na

presenca de Curcumina e SDS, a SPDI, PDI e SDI foram capazes de reduzir a viabilidade em
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6,0; 1,2; 2,0 log, respectivamente, em comparagao com o biofilme controle. Os resultados
mostraram uma diferenca significativa nos valores de UFC/mL para os grupos submetidos a
SPDI, PDI e SDI em comparagdo com os grupos controle (Controle, US, Luz e Luz+US).

Esses resultados estdao de acordo com os encontrados na literatura em que o
tratamento com SPDI foi mais eficaz em reduzir a viabilidade celular de microrganismos.
ALVES et al. em 2018, realizaram estudos com o fotossensibilizador Rosa Bengala e
Photodithazine para a inativacdao de biofilmes de Candida albicans. O estudo realizado
mostrou que a SPDI foi mais eficaz na inativacdo dos biofilmes, do que na aplicacdo isolada
da PDI ou SDI. Os autores utilizaram o US nos parametros de 1MHz, em uma intensidade de
2,5 W/cm?, em um ciclo pulsado de 50%, com uma frequéncia de 100 Hz, por 5 min. Para a
fonte de luz LED vermelha, utilizaram 25 J/cm?.

ALVES et al. em 2021, compararam a eficacia dos métodos PDI, SDI e SPDI mediadas
pela Curcumina contra o biofilme de S. aureus. Além disso, os autores também avaliaram
estratégias para melhorar esses tratamentos, como, por exemplo, o uso de iodeto de
potassio (KI) com curcumina, o uso de SDS em combinag¢do com o FS e um pré-tratamento
com ultrassom. Foi demonstrado que o SPDI foi mais eficaz do que PDI e SDI. O SDS alcangou
as reducdes de viabilidade mais significativas, seguido pelo KI e pré-tratamento com
ultrassom.

MELO et al., 2021 mostrou a eficacia da SPDI contra biofilmes de S. mutans, usando a
curcumina como FS. Eles utilizaram uma fonte de luz azul com dose de 15 J/cm?. Os autores
deste estudo também avaliaram a geracao de espécies reativas de oxigénio utilizando uma
sonda de fluorescéncia. De acordo com os resultados obtidos neste estudo, a SPDT
apresentou uma reducdo consideravel na viabilidade bacteriana, quando os autores
compararam com os grupos PDI e SDI.

Portanto, estes achados sugerem que a capacidade do tratamento combinado é
importante para a dispersdo, absorcdo e ativacao do sensibilizador e, consequentemente,
para a eficacia do tratamento, e uma maior reducao da viabilidade do biofilme. A SPDT busca
aliar todos os beneficios da PDT e SDT, com duas fontes de energia, ha a possibilidade de

auxiliar na dispersdo da matriz do biofilme , além de todos os outros beneficios ja citados.
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Apesar dos resultados apresentados estarem de acordo com a literatura, ha fatos
importantes a serem destacados. Comparando os grupos Luz e PDI, verifica-se que a
diminuicdo do crescimento do biofilme com a acdo da terapia fotodindmica é
aproximadamente 0,5 log. Ao compararmos com os grupos US e SDT, a redugdo passa a ser
2 log. No entanto, ao compararmos luz+US com o grupo SPDT, observamos quase 4,5 log de
diminuigao.

Em uma primeira aproximacgao, poderiamos escrever que a diminuigdo microbiana é

dada por:

DM= 0,5 At (PDT) + 1 At (SDT)
0,5H 0,5H

Sendo At (PDT) o tempo de aplicacdo da PDT e At (SDT) o tempo de aplicacdo de
ultrassom. Isto corresponderia ao efeito combinado quando aplica-se At =% h (15 minutos),
temos: DM=7%+0,5=0,75 log. Isto estd longe dos 4,5 log observados. Desta forma, a adigao

de um termo sinérgico (n) é necessario. Ou seja, o efeito combinado ndo é apenas aditivo.

DM= At (PDT) + 2 At (SDT) + n At (PDT) x At (SDT)

Pelo resultado n= 60 unidades aproximadamente. Este valor representa um enorme
efeito sinérgico que vai muito além de pequenas variacbes dos efeitos individuais. Em
principio a PDT potencializa o SDT e o SDT potencializa a PDT.

Um pouco dos conceitos introduzidos de forma simples na sessdo anterior podem ser
apurados quando realizados os tratamentos em sequéncia.

Ao realizarmos a PDT+SDT nesta sequéncia, com 0,25h (15 minutos) de aplicacdo de
cada nas condicBes estabelecidas e vice-versa, encontramos que a PDT+SDT leva a DM ~ 0,5

log, enquanto a SDT+PDT leva a DM ~ 0,75.
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Se aplicarmos o conceito introduzido temos que:
DM1( Primeiros 15 min)= 0,25 (At (PDT) +0 +0
DM1 (Segundo 15 min)=0 + 0,25 (2 At SDT) + 0

DM(total) = 0,25 + 0,5 =0,75.

Portanto, para a SDT+PDT teriamos com a aplicagao da féormula

DM(total)2 = 0,25 + 0,5 = 0,75.

Pelo grafico da figura 3, podemos observar que a PDT+SDT (p= 0,00381) é levemente
inferior ao grupo SDT+PDT (p= 6,20285E-5). Isto demonstra que o modelo é apenas
aproximado, mostrando que os danos causados pela SDT podem facilitar um pouco a PDT,
mas o vice-versa pode nao corresponder. O experimento, no entanto, mostra que o
sinergismo vem principalmente da simultaneidade de PDT e SDT.

Além dos resultados observados pelo modelo empirico, um outro fator que podemos
observar é a incorporacdo da curcumina no biofilme e efeito seu promissor como
sonossensibilizador. Os eventos mecanicos proporcionados pelo US também atacam as
estruturas celulares, principalmente a membrana plasmatica, levando a sonopora¢ao
(aparecimento de poros transitérios na membrana), fazendo com que a incorporacdo da
curcumina ocorra de forma eficiente no meio intracelular.

O ultrassom e a luz podem ser toxicas a células e ao biofilme, uma vez que efeitos
fisicos de cavitacdo podem variar a permeabilidade da membrana celular, bem como lisar
células e dispersar biofilme, a energia cedida pela luz e pelas bolhas de alta energia ja podem
produzir radicais oxidativos, que em um longo tempo de exposicdo pode ser capaz de
diminuir a populacdo microbiana. Por fim, ao adicionar o fotossensibilizador mostra a

potencializacdo do tratamento, bem como a potencializacdo de todos os efeitos citados.



34

Il sem Curcumina
[ ]Com Curcumina

Log(UFC/mL)

o

JG‘"‘2 |cﬂ‘\2
C o\ 0 aW o0\ 06 W opD! AW

P
Grupos

Figura 3.1. Valores médios e desvio padrio de Log(UFC/mL) na avaliagdo dos parametros do US na eficacia da

SPDI.

Os resultados do experimento que esta representado na figura 3.1 servem para a
melhoria do modelo. Podemos usar o fato que os graficos em escalas decimais logaritmicas
(décadas de diminuicdao microbiana) revelou que em relagdo ao grupo controle, indo de 0.3
W/cm? de US para 0.6 W/cm?, a reducdo dobrou para um modelo linear com a poténcia de

US. Isto torna a DM em décadas de reducdo para 60 J/cm? de PDT.

At (PDT = 60)) 2 At (US)  Poténcia (W) + n x At (PDT = 60]) x At (US) . Poténcia (W)
= x
At (Total) At(Total) 1w At (Total) 1w
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A equacio foi feito a partir do modelo empirico e seus resultado. E apenas uma
aproximacdo, no qual a DM (diminui¢do microbiana) ela é dependente de um tempo total de
aplicacdo de tratamento, de uma intensidade de ultrassom, de um tempo de PDI e de uma
dose fixa de luz. Na equacgdo, o fator y representa sinergismo, que acontece quando luz e

ultrassom sao aplicados simultaneamente.

8 3
6 P
—
E .
- 2 — | = 0 W/cm?2
Ut
|48 4 B -
w | = 0,6 W/cm?
o r
= } - 1 =1 W/cm?
. b
(]

N
T

tempo (min)
Figura 3.3. Grafico da dinamica temporal variando as intensidades de ultrassom de acordo com a diminuigdo
microbiana.

O grafico 3.2 representa a dindmica temporal baseado na equacdo acima. Entre os
grupos SPDI, o aumento da intensidade do US, representa um aumento da inativacdao, de uma
forma linear, como podemos obervar no grafico acima, ao diminuir os pardmetros de
intensidade do ultrassom é possivel observar a perda de eficiéncia no tratamento, como
esperado, uma vez que hd uma menor energia sendo inserida ao sistema. Para uma maior
reducdo, nesses parametros sé é possivel obter na maior intensidade de ultrassom testada
no grupo SPDI. Portanto, isto indica que essas intensidades maximizam os efeitos na presenca

da curcumina. Esses resultados podem sugerir que a forca mecanica empregada pelo
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ultrassom pode auxiliar no rompimento da matriz EPS, e que as unidades formadoras de
col6nias nao representam mais células, apenas mais células dispersas como demonstraram
Bharatula et al em 2020. Esses efeitos podem explicar o efeito sinérgico na intensidade do
ultrassom no grupo SPDI. Gobbo et. al, em 2021 demonstraram uma maior efetividade do
grupo SPDI em comparacgao aos tratamentos separados e seu controle L + US, em biofilme de
Streptococcus mutans e curcumina, com reducdo de 3,8 logs de UFC/ml (SPDI) em relagdo ao
controle escuro, em relagao ao aumento de intensidade do ultrassom. Yasine et al em 2022,
mostraram mais efeitos no biofilme de Enterococcus faecalis e Candida albicans em grupos
SPDI com nanoformulagdes de curcumina em comparagdo com grupos controle ou com as
terapias separadas. Eficacia de mais de 50% e 30% sdo obtidos para grupos SDPI de E. faecalis
e C. albicans, respectivamente. O microscépio eletronico de varredura também indica mais

ruptura e desprendimento para esses grupos, levando a amostras mais finas.

I sem Curcumina
[ ]com Curcumina

e’ o fere’
g0\ 2077 o180 T (o0160°
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Figura 3.3 Valores médios e desvio padrdo de Log(UFC/mL) na avaliacdo de pardmetros da dose de luz na
eficacia da SPDI.
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A figura 3.3 representa a diminui¢cdo da dose de luz para avaliar os parametros na
eficacia da SPDI. Reduzindo a dose de luz, e mantendo os parametros do US, os resultados
mostraram que com doses baixas a eficicia do tratamento diminui, e com doses maiores,
temos maior eficacia, consequentemente, maior mortalidade microbiana. A hipdtese de que
apenas o ultrassom e a luz podem ser toxicas a células e ao biofilme é sustentada, uma vez
que efeitos fisicos de cavitacdo podem variar a permeabilidade da membrana celular, bem
como lisar células e dispersar biofilme, a energia cedida pela luz e pelas bolhas de alta energia
ja podem produzir radicais oxidativos na presenca de um fotossensibilizador, e com maiores
intensidades de dose de luz, pode ser capaz de diminuir ainda mais a populagdao microbiana.
Por fim, a comparacdo ao adicionar o fotossensibilizador mostra a potencializacdo do

tratamento, bem como a potencializacdo de todos os efeitos citados.

Capitulo 5. Conclusdes

Em conclusdo, a PDI é uma abordagem promissora e tem revelado bons resultados
para a inativagcdao antimicrobiano, no entanto, este tratamento tem algumas limitagdes, como
a penetracdo da luz, principalmente quando os microrganismos estdo organizados como
biofilmes. O uso de ultrassom em vez de luz para excitar o FS (SDI), apareceu para superar
as limitacdes da PDI, uma vez que as ondas de ultrassom apresentam maior efeito em atingir
camadas mais profundas dos biofilmes. Além disso, o ultrassom tem a capacidade de romper
o biofilme através de forcas mecanicas. O presente estudo demonstrou que a SPDI alcangou
a maior inativagdao, quando comparada com a PDI e SDI. Esses resultados reforcam e
incentivam o uso desse tratamento para doencas microbianas, que combina propriedades
mecanicas do US e com a capacidade da luz para ativar o FS. Além disso, o grupo SDI+PDI foi
mais eficaz em comparacdo ao grupo PDI+SDI. Desta forma, é possivel supor que a aplicacao

do US primeiro facilita a acdo da PDI em seguida, resultando em morte celular.

Reduzindo-se os pardametros de US e mantendo os de luz, os resultados mostraram
gue com doses baixas de US, diminui a efetividade do tratamento, e com doses maiores, a

efetividade é maior, portanto, o US possui um papel fundamental na efetividade. Além desses
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fatores, o trabalho desenvolveu uma equag¢dao baseada na diminuigdo microbiana, que é
dependente da intensidade de ultrassom, tempo de aplicagdo, dose de luz, e tempo de

aplicacdo da luz.

O presente trabalho também buscou avaliar o papel da luz na eficacia do tratamento,
sendo assim, reduzindo a dose de luz, e mantendo os parametros do US, os resultados
mostraram que com doses baixas a eficacia do tratamento diminui, e com doses maiores,
temos maior eficacia, consequentemente, maior mortalidade microbiana.

Portanto, a inativacao sonofotodinamica tem uma melhor atividade contra o
biofilme de Candida albicans em comparacdo com SDI e PDI. Pode sugerir a acdo sinérgica de
fotoquimicos e fotofisicos aos efeitos sonoquimicos e sonofisicos. Além disso, tem uma dose
e intensidade de perfil responsivo ao ultrassom, mas existe um limite, assim como a dose de
luz. Esses resultados sugerem que pode ser uma alternativa aos tratamentos convencionais
e até mesmo para o controle da disseminagdo da resisténcia antimicrobiana.

Por isso, o uso da luz em combinacdo com o US é uma opcdo promissora alternativa
para superar limitacdes da PDI e SDI. Esses aspectos reforcam e incentivam o uso e avaliacao

da SPDI para doengas microbianas.
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