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RESUMO

A Eritrosina B (ERI), um corante rosa-cereja da familia dos xantenos, € utilizada
como fotossensibilizador (FS) na Terapia Fotodinamica (TFD). A TFD envolve a
aplicagédo de um FS que, ao absorver luz em um comprimento de onda especifico,
produz espécies reativas de oxigénio que eliminam células-alvo. Infeccbes por
espécies do género Trichophyton sao dificeis de tratar devido a crescente
resisténcia antifingica das drogas convencionais. Neste sentido, a busca por novas
opcoes terapéuticas é importante. Neste trabalho, a TFD associada a ERI, mostrou
eficiente atividade antifUngica em concentracées a partir de 6,25 pM. Esses
resultados foram motivadores para testar a ERI associada a nanofibras,
caracterizados como curativos médicos. Inicialmente o teste com os polimeros+ERI
(em solugdo), mostrou eficicia antifungica, eliminando completamente o crescimento
fungico. Por outro lado, a combinagdo TFD+ERI+nanofibras nao teve efeito
satisfatorio. Esses resultados sugerem potencial da utilizacdo da ERI associada a
nanofibras no contexto da TFD para pesquisas futuras.

INTRODUCAO

Trichophyton rubrum é um fungo dermatéfito que causa infec¢des na pele, unhas e
couro cabeludo, sendo um dos principais responsaveis por onicomicoses e infec¢des
cutdneas em humanos. A transmissao ocorre por contato direto entre pessoas ou
com superficies contaminadas. O tratamento de T. rubrum é desafiador devido a
resisténcia de varias cepas e ao numero limitado de antifingicos. A Terapia
Fotodindmica (TFD) tem se destacado como uma nova abordagem terapéutica,
combinando um fotossensibilizador (FS), luz e oxigénio gerando reacdes que
eliminam microrganismos. Como a TFD ndo se baseia em um alvo celular
especifico, a chance de desenvolvimento de resisténcia € menor. A Eritrosina B
(ERI), um corante rosa-cereja aprovado pela Food and Drug Administration (FDA)
para uso alimenticio, tem sido usada como FS na TFD devido a sua eficacia contra
diferentes microrganismos. Embora ainda haja poucas informacbdes sobre sua
eficacia contra T. rubrum, dados preliminares sugerem que as cepas desse fungo
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respondem de maneiras variadas a tratamentos antifungicos e a TFD. Portanto,
explorar o uso da TFD associada a ERI, especialmente em tecnologias como
nanofibras para "curativos médicos", pode representar uma nova estratégia
promissora para o tratamento de micoses causadas por T. rubrum.

MATERIAIS E METODOS

Microorganismo

Foi utilizada uma cepa de Trichophyton rubrum, armazenada pelo Laboratério de
Micologia Médica, UEM, a -80°C.

Fotossensibilizador e fonte de luz

A Eritrosina B foi fornecida pelo Nucleo de Pesquisa em Sistemas Fotodindmicos
(NUPESF-UEM). A luz utilizada foi um LED (Light Emitting Diode), de cor verde
(510nm), desenvolvida pelo Laboratério de Fisico-Quimica da UEM, e a irradiagao
para todos os ensaios foi de 20 minutos.

Teste de Susceptibilidade

A ERI foi testada de forma isolada (livre em solugéo), incorporada aos polimeros
(F108 1%, PVA 10%m/V e acido citrico 20%m/V em relagdo ao PVA, com ou sem
eritrosina na concentracdo de 1.1001*“M, em solucdo) que constituiram a fibra
polimérica e associada a fibra polimérica propriamente dita. Para todos os testes, foi
utilizado T. rubrum na concentragdo de 1x10° conidios/mL. Controle escuro (+ERI-
Luz), controle claro (+ERI+Luz) e controle fungico (-ERI-Luz) foram utilizados. Os
tempos de pré-incubacdo da ERI variaram de acordo com cada ensaio, sendo: 10
minutos para a ERI livre, 30 e 60 minutos para a ERI com polimeros e 4 e 24 horas
para ERI com a fibra. A atividade antifingica foi avaliada qualitativamente, através
das semeadura de 10 uL de cada poco em meio Agar Sabouraud Dextrose (SDA), e
a menor concentracdo capaz de inibir totalmente o crescimento fungico foi
determinada como concentracao fungicida minima (CFM). Além disso, foi avaliado a
acao antifungica de forma quantitativa, e para isso, cada poco testado em diferentes
condicoes foi plagueado em SDA em pelo menos trés diferentes diluicoes. As
colénias viaveis foram contadas e o resultado expresso em unidades logaritmicas
das Unidades Formadoras de Coldnia (logio UFC/mL).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 A e B, mostra a auséncia de atividade antifungica da ERI (+ERI-Luz)
contra T. rubrum. A Figura 1A mostra que o crescimento fungico foi semelhante ao
controle fungico (-ERI-Luz). Além disso, a avaliagdo quantitativa Figura 1B, mostrou
resultados semelhantes, onde o crescimento de T. rubrum foi quantitativamente
semelhante ao controle fungico. Estes resultados mostram que a ERI isoladamente
nas concentracdes testadas néo possui atividade antifungica.
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Figura 1. Avaliagcao da atividade antifungica da Eritrosina B na auséncia de luz. A) avaliagéo
qualitativa. C+: Controle positivo: fungo sem acgéao da Eritrosina B) avaliagdo quantitativa. C+: Controle
positivo: fungo sem acgéo da Eritrosina; Concentragbes de Eritrosina em pM.

Os testes para avaliacdo do tempo de irradiacao, mostram na Figura 2 A e B, que o
crescimento fungico foi semelhante entre as duas avaliagcdes, ou seja, a luz
isoladamente nao inibe o crescimento fungico. A Figura 3 A e B mostram que a
associacao das 10 diferentes concentracées de ERI com o tempo de irradiacao de
20 minutos mostrou atividade fungicida a partir de 12.5 uM, e reducédo logaritmica
importante do crescimento de T. rubrum em 6,25 pM.
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Figura 2. Avaliacao da atividade antifungica
de diferentes fluéncias de luz. A) avaliagédo
quantitativa. 10m: 10 minutos de irradiagéo.
20m: 20 minutos de irradiacdo. C+: Controle
positivo: fungo sem acao da luz. B) avaliacao
qualitativa. 10m: 10 minutos de irradiagéo.
20m: 20 minutos de irradiacdo. C+: Controle
positivo: fungo sem agéo da luz.

Contragdes de Ervitrosina

Figura 3. Avaliacéo da atividade antifingica
da Eritrosina B associada a TFD, com 10
minutos de incubacdao e 20 minutos de
irradiacdo. A) avaliagdo qualitativa. C+:
Controle positivo: fungo sem acdo da
Eritrosina B) avaliagdo quantitativa. C+:
Controle positivo: fungo sem acdo da
Eritrosina; Concentragbes de Eritrosina em

pM.

Esses resultados foram importantes para avancar nos testes com as formulacées de
polimeros de ERI. A Figura 4, mostra que a ERI com os polimeros (em solucao) teve
acao fungicida nas condicdes testadas, quando comparado ao branco (-ERI) e ao
controle fangico (+inéculo-ERI). Conhecendo esse resultado, avaliamos a ERI
impregnada na nanofibra, mas em condi¢cdes de liberacdo em meio liquido. Para
isso, 1 cm? das nanofibras com ou sem eritrosina foram incubadas com in6culo
fungico nos tempos previamente descritos. A figura 5 mostra que as nanofibras nao
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liberaram ERI suficiente para inibir de forma eficiente o crescimento fungico. Sendo
gue o crescimento dos testes ficou semelhante ao controle positivo.
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ra 4. Avaliacado da atividade antifungica das
formulacoes de ERI associada a TFD com
tempo de incubacdo de 30 minutos e 1
hora. A) e B) avaliacdo qualitativa. F1 eri:
formulado com eritrosina (+ERI+LUZ); F1 B:
formulado branco (-ERI+LUZ), C+; controle
positivo (+ERI-LUZ); C1:500uL
formulagdo+500uL indéculo;C2: 250uL &agua
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Figura 5. Avaliacéo da atividade antifingica
das nanofibras em solugdes liquidas
associada a TFD com tempo de incubacao
de 4 e 24 horas. Avaliagdo qualitativa. ERI:
eritrosina (+ERI+LUZ); B: branco (-ERI+LUZ);
C+: controle positivo (-ERI-LUZ); C1: 4 horas
de incubagdo no shaker a 90rpm/25°C; C2: 24
horas de incubagdo no shaker a 90rpm/25°

Os resultados mostram que a TFD associada a ERI tem eficacia antifingica contra
T. rubrum, o dermatéfito epidemiologicamente mais frequente nas infecgdes fungicas
de pele e unhas. E ainda foi possivel observar, a potencial atividade antifingica
dessa associacao quando a ERI estad associada aos polimeros que constituem as
nanofibras. Mais investigagcdes sdo necessarias, para encontrar a melhor estratégia
de formulacdo e ensaios laboratoriais para avaliar a agao antifungica das nanofibras.
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