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RESUMO

A resisténcia antifingica junto as poucas opcoes terapéuticas antiflngicas
comparadas aos antibiéticos tem sido dificuldade para o tratamento de doencas
fungicas, principalmente a onicomicose - doenga prevalente e de tratamento longo,
dificil, além da possivel recidiva mesmo apds tratada. Dessa forma, o presente
estudo tém o objetivo de avaliar a eficacia da Terapia Fotodinamica (TFD) como
opcéao terapéutica para as infeccbes nas unhas. A metodologia consiste em gerar
espécies reativas de oxigénio (EROs) e levar a morte celular do fungo agente da
onicomicose. Assim, foram feitos testes in vitro associando o Azul de Metileno ao
LED vermelho em diferentes concentragdes do fotossensibilizador e utilizadas duas
diferentes fluéncias da luz. Foi possivel observar que o AM nao possui acao
antifingica sozinho e que também é importante o tempo de incubacao para que o
fotossensibilizador se agregue aos conidios. Além disso, observou-se que a luz é
primordial para o efeito fungicida na Candida parapsilosis. Sendo assim, concluiu-se
que a TFD é eficaz e possui uma faixa de atividade antifungica, sendo um
tratamento promissor e que possibilita ainda mais estudos.

INTRODUCAO

A onicomicose é uma doenca causada por fungos nas unhas e geralmente ocorre
devido a um desequilibrio de saude do paciente - seja por doenga (HIV, diabetes) ou
queda do sistema  imunologico. As unhas acometidas mostram manchas
esbranquicadas na superficie e deformacdo; além disso, por ser um tecido
queratinizado, a unha é um alvo dificil para tratamentos com antifingicos; dessa
forma, a Terapia Fotodindmica (TFD) tem sido destaque como uma opcao
terapéutica ao gerar espécies reativas de oxigénio (EROs) e a morte celular do
fungo?®. O diagnéstico das onicomicoses aponta que a Candida spp. € 0 género mais
prevalente', a se destacar a espécie Candida parapsilosis. Desse modo, o objetivo
deste trabalho foi de avaliar a atividade antifungica da TFD associada ao Azul de
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Metileno (AM) e sistema LED, e também se ha acgéao fungicida do fotossensibilizador
na auséncia de luz.

MATERIAIS E METODOS
Microrganismo

Utilizou-se cepa padrao de Candida parapsilosis ATCC 22019, armazenada no
Laboratério de Micologia - UEM (Universidade Estadual de Maringa). Reativada e
cultivada em placa de Sabouraud Dextrose Agar (SDA).

Fotossensibilizador e fonte de luz

O Azul de Metileno (AM) foi fornecido pelo grupo parceiro em pesquisa, o Nucleo de
Pesquisa em Sistemas Fotodindmicos (NUPESF), da Universidade Estadual de
Maringd (UEM). A luz utilizada foi o LED vermelho (660nm), desenvolvido pelo
Laboratério de Fisico-Quimica da UEM, a qual foi testada em duas fluéncias
diferentes.

Teste de susceptibilidade

O inéculo para todos os testes foi de 2x10® UFC/mL. O AM foi testado dentre as
concentracdes de 5000 pg/mL a 0,0011 pg/mL em diferentes concentragdes do
fotossensibilizador na auséncia de luz e associadas ao LED. Os tempos de
incubagao avaliados variaram de 15 minutos e 30 minutos. Foram testadas duas
fluéncias de luz: 30,11 J/cm? e 50,34 J/cm2. A atividade antifungica foi avaliada
qualitativamente através da Concentracao Fungicida Minima (CFM) por meio da
semeadura de 10 uL de cada pogo da placa de 96 pogos em placa com Sabouraud
Dextrose Agar (SDA) e incubada por 48h a temperatura ambiente (30°C). Também
foi avaliado o crescimento fungico de forma quantitativa - Unidade Formadora de
Colbnias (CFU) -, dispondo-se de 20 yL em placas de SDA incubadas durante 48h
também a temperatura ambiente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliou-se qualitativa e quantitativamente a ag¢do do fotossensibilizador em 10
concentragdes do AM na auséncia de luz, porém verificou-se que nao houve
atividade antifungica em comparagdo ao controle positivo (auséncia de AM)
demonstrado na figura 1. Dessa forma, observa-se que nao ha inibicdo do
crescimento fungico, pela acéo isolada do AM, ou seja, sem a acdo da luz associada
ao fotossensibilizador, demonstrando que a fotoativagdo é importante para a acao

antifungica de AM.
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Figura 1 — Avaliagdo antifungica qualitativa e quantitativa do Azul de Metileno na auséncia de luz.
Controle positivo (C+) —indculo fungico na auséncia da luz e do AM. Controle negativo (C-) — meio de
cultura na auséncia do inéculo fangico.

Em seguida, foram realizados testes para avaliar qualitativamente a inibicdo fungica
em 20 concentracdes diferentes, com exposicao de 15 e 30 minutos, ambas sob
fluéncia de 50,34 J/cm? - observados na figura 2 - através de CFM em SDA. Foi
possivel observar que o AM+luz possui agao antifungica nas concentracées de 39,0
a 4,8 pg/mL, havendo uma variacdo com crescimento fungico na concentracao de
156,2 e 78,1 ug/mL; assim, observa-se melhor inibicdo na incubacao de 30 minutos
quando comparada a de 15 minutos. Sendo que as duas mostram resultados com a
TFD que nao foram visualizados no teste somente com o AM; isso é evidenciado
também em um estudo no Rio de Janeiro que obteve melhora satisfatoria na lamina
ungueal de 70% dos pacientes ao utilizar TFD associada a laserterapia de baixa
intensidade e azul de metileno?.
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Figura 2 — Avaliacao antifingica do Azul de Metileno em 15 (A) e 30 (B) minutos de incubacao sob
fluéncia de 50,34 J/cm. Controle positivo (C+) — indculo fangico na auséncia do AM. Controle negativo
(C-) — meio de cultura na auséncia do in6culo fungico. Linha A com as concentragdes descritas acima

da figura. Linha B com as concentragbes descritas abaixo da figura.

Além disso, foi avaliado qualitativa e quantitativamente a atividade antifingica da
irradiag@o da luz com AM em duas fluéncias - 30,11 e 50,34 J/cm? -, demonstrado na
figura 3. E possivel observar que ainda houve crescimento fangico em 9,7 e 4,8
pMg/mL na menor fluéncia do LED (figura 3A), enquanto na mesma concentragdo nao
houve crescimento fungico na placa irradiada com fluéncia de 50,34 J/cm? (figura
3B) desde 78,1 a 9,7 pg/mL.
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Figura 3 — Avaliagao antifingica qualitativa e quantitativa do Azul de Metileno em fluéncia 30,11
J/icmz (A) e 50,34 J/cm? (B). Controle positivo (C+) — indculo fungico na auséncia da luz e do AM.
Controle negativo (C-) — meio de cultura na auséncia do indculo fungico.

CONCLUSOES

Este estudo encontrou um intervalo de concentragbes do AM, que quando
associado a luz inibiu o crescimento fungico. Além disso, verificou-se que a fluéncia
influencia no potencial antifungico do AM, o que reforca o papel fundamental da
TFD. Estes resultados inspiram mais estudos da TFD+AM sobre agentes fungicos
como C. parapsilosis, pois evidenciam uma possibilidade promissora para pacientes
acometidos por essa condicao de dificil tratamento clinico.
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