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RESUMO

A terapia fotodinamica pode ser utilizada como uma importante alternativa para o
tratamento de doencas infecciosas, dentre elas as infec¢cdes fungicas. A técnica
apresenta como ponto chave a inativacao fotodinamica (IFD), por meio de uma fonte
de luz, fotossensibilizador e oxigénio. Esse conjunto pode gerar espécies reativas de
oxigénio (ERO), lesivas para as células. Apesar da técnica possuir baixas chances
de resisténcia, € necessario o conhecimento dessa possibilidade, visto a utilizacéo
de exposicdes sucessivas para erradicacdo de um determinado patégeno. Portanto,
o presente trabalho avaliou o perfil de tolerancia ou resisténcia de Candida albicans
apos exposicdes sucessivas a IFD+hip-P123 (hipericina nanoencapsulada com
P123), analisando em conjunto a sensibilidade das células tratadas ao peréxido de
hidrogénio. A dindmica ao longo das exposi¢cdes ndo determinou um padréo
continuo de inibicdo fangica, evidenciando uma pequena oscilacao entre o perfil de
sensibilidade. No sétimo tratamento ocorreu um aumento da concentracao inibitoria
minima para 2uM de hip-P123 (primeira exposicao foi de 1uM de hip-P123). Mas
nao foi um perfil persistente, indicando auséncia de tolerancia. Na 15° exposicéo, as
leveduras apresentaram um perfil mais sensivel do que as outras exposi¢des, com
CIM de 0.5uM de hip-P123. Além disso, essas leveduras ficaram mais sensiveis a
um ambiente estressor na presenca de peréxido de hidrogénio, indicando que a IFD
alterou outras caracteristicas de susceptibilidade das células fungicas. Dessa forma,
0s tratamentos sucessivos utilizando IFD+hip-P123 né&o induziu tolerancia ou
resisténcia em C. albicans, e as células ficaram mais sensiveis a ERO.

INTRODUCAO
A inativacdo fotodindmica (IFD) envolve um processo fotoquimico onde ocorre a

excitacdo de uma molécula fotoativa, denominada fotossensibilizador (FS), no qual
apresenta uma fonte luminosa de comprimento de onda respectivo a faixa de
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absorcdo do composto (Cieplik et al. 2018). A geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO), causa danos em determinadas estruturas celulares de patdégenos.
Entre os FS, a hipericina vem se destacando com importante atividade antifingica
(Galinari et al. 2022). Apesar de a interacdo das EROs geradas na IFD com uma
ampla gama de alvos intracelulares minimizar as chances de resisténcia, a
necessidade de repetidas aplicacdes para erradicar um determinado patdgeno vai
de encontro com essa questdo (Rapacka-Zdonczyk et al. 2021). E necessario
conhecer outros aspectos além da atividade antifungica da IFD, considerando a
importancia da avaliagdo do risco de desenvolvimento de tolerancia ou resisténcia
durante o tratamento. Dessa forma, o presente estudo analisou a toleréncia ou
resisténcia de Candida albicans ap0s sucessivas exposi¢cdes a IFD com hipericina
nanoencapsulada em Pluronic® P123 (hip-P123), além de analisar estrategicamente
a sensibilidade da levedura ao peréxido de hidrogénio apos o tratamento.

MATERIAIS E METODOS

Microrganismo
Foi utilizado uma cepa padrao de Candida albicans ATCC 90028, armazenada pelo
Laboratério de Micologia Médica, UEM, a -80 °C.

Fotossensibilizador e Fonte Luminosa
A hipericina foi sintetizada pelo Nucleo de Pesquisa em Sistemas Fotodinamicos
(NUPESF) da UEM.

Teste de suscetibilidade in vitro da hip-P123 com IFD

Foi preparado uma suspenséo de leveduras Candida albicans cultivadas em salina
(85%), utilizando a concentracao de 1X10° unidades formadoras de colonia (UFC)/ml
nos ensaios. A hip-P123 (8 a 0.125 pmol/L) foi adicionada a uma placa de
poliestireno de 96 pocos juntamente com o indculo padronizado, incubada no escuro
por duas horas e posteriormente iluminada com fluéncia de 37.8 J/cm? por 20
minutos. Foram incluidos dois controles fungicos, ou seja, na presenca (CFl) e
auséncia de luz (CF). ApoOs esse processo uma aliquota de 20 pl de cada
concentragcdo de hip-P123 e dos dois controles foram semeadas em SDA, onde
apos 24 horas foi avaliada a atividade antifungica por meio da contagem das UFC.
Para a concentracdo inibitoria minima (CIM) foi considerada aquela com uma
redugdo = 2 log;p UFC/mL. Foram realizados dois testes independentes, sendo
conduzidos em duplicata.

Inducéo da tolerancia/ resisténcia in vitro de C. albicans a IFD com hip-P123

ApoOs o teste de susceptibilidade, as colonias presentes em uma aliquota da
concentracdo subinibitéria (SUB-CIM) apresentando uma reducdo de 1-2 logig
UFC/mL foram aplicadas ao in6culo para compor o préximo teste, processo
realizado quinze vezes em intervalos de 36 horas.

Inducéo do perfil de sensibilidade ao peroxido de hidrogénio (H,O;)
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As suspensdes das leveduras testadas foram preparadas em PBS apds 24 horas de
tratamento (1 x 10° UFC/mL), diluidas em série e semeadas em Yeast Extract
Peptone Dextrose Agar (YPD) contendo 2 mmol/L de peroxido de hidrogénio (H,0,).
As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas juntamente com uma placa controle
de YPD sem H,0, e o resultado obtido semi-quantitativamente, frente ao
crescimento nas diluicGes. A sensibilidade ao H,O, foi testada na 1%, 5% 10% e 15%
exposicao a IFD com hip-P123 e pontualmente no 7° e 8° tratamento.

Andlise Estatistica

Os dados foram submetidos a analise estatistica pelo programa GraphPad Prism
8.0%°, de acordo com o one-way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. Os valores
foram considerados estatisticamente significativos quando apresentaram p < 0.05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A dindmica ao longo das exposicdes ndo determinou um padrdo continuo de
inibicdo, evidenciando uma oscilagdo entre o aumento e perda de sensibilidade. A
atividade antifingica da 1% a 4% exposicéo a IFD com hip-P123 obteve uma CIM de 1
pmol/L (figura 1-A). As leveduras apresentaram uma maior sensibilidade no 5° teste,
visto que a CIM foi reduzida para 0.5 umol/L. A 7% exposicdo obteve um aumento da
CIM para 2 umol/L, indicando um possivel fenbmeno de persisténcia fungica, onde
as ceélulas persistentes apresentaram baixa ou inexistente taxa de replicacdo em
resposta ao microambiente hostil. Como demonstrado por Rapacka-Zdonczyk et al.
2021, esse fenotipo € transitério e pode desaparecer nas exposicdes seguintes.
Neste trabalho observamos que a CIM reduziu para 0.5 pmol/L ao final do 10°
tratamento, parametro esse mantido até o ultimo tratamento (figura 1-B). Sendo
assim, € possivel descartar que houve resisténcia, pois a aplicacdo de parametros
mais extremos de fotoinativacdo, ou seja, de maior concentracdo de hip-P123,
promoveu a erradicacdo completa da populacdo fungica (Rapacka-Zdonczyk et al.
2019). O teste de sensibilidade ao peroxido de hidrogénio foi testado durante as
exposicfes em momentos estratégicos com o intuito de determinar um mecanismo
envolvido na tolerancia. N&o foi identificada resisténcia das leveduras ao H,Oo,
incluindo as recuperadas que apresentaram aumento da CIM. O fungo utilizado na
1% e 5% exposicdo demonstrou ser sensivel ao H,0, devido a inibicdo do crescimento
a partir da 10° na ordem de 50%, evoluindo para inibicdo total em 10° em
comparacao ao controle. Apés sete e oito tratamentos, as leveduras passaram a ser
mais sensiveis ao H,O, apresentando inibicdo superior a 90% na ordem de 10°,
atingindo auséncia de crescimento em 10*. Na 15% exposicdo uma inibicdo de 70%
pode ser identificada em 10°> e uma reducéo total das colénias em 10*, igualmente
ao 7° e 8° tratamento, evidenciando uma alta sensibilidade ao composto oxidante.

FUNDACAO

ARAUCARIA

@ Tecnolégico do Porand




32° Encontro Anual de Iniciagcdo Cientifica

s . e .. 23e24deN bro de 2023
12° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica Junior €<t de Novembrode

@ ®)

>
>

Yoy [ UFC/mL|
" -

tog, JUFC/mL]
" -
<
E=nm=w '

$§ 4 2 1 05 0250025 CFl CF § 4 2 1 05 0250125 CF1 CF
hip-P123 (umol/L) Nip-P123 (umell)

Figura 1 — Resultados representativos das exposi¢cdes de Candida albicans a Inativagéo
Fotodinamica associada a hipericina nanoencapsulada com P123. A) Avaliacdo da concentracao
inibitéria minima (CIM) na 1% exposicdo e B) 152 exposicéo. *p<0.05.

CONCLUSOES

ApoOs quinze exposicdes da IFD + hip-P123 foi possivel concluir que este tratamento
nao induziu tolerancia ou resisténcia em Candida albicans.
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