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RESUMO

A Eritrosina B (ERI), um corante rosa-cereja da familia dos xantenos, pode ser
utilizada como fotossensibilizador (FS) na Terapia Fotodinamica (TFD). A TFD
envolve a aplicagdo de um FS que, ao absorver luz em um comprimento de onda
especifico, produz espécies reativas de oxigénio que eliminam células-alvo.
Infeccbes causadas por espécies do género Trichophyton sao dificeis de tratar
devido a crescente resisténcia antifungica das drogas convencionais. Neste sentido,
a busca por novas opcdes terapéuticas é importante, assim o objetivo deste projeto
é testar a eficiéncia antifingica da TFD com ERI incorporada a sistemas
nanopoliméricos. T. rubrum foi cultivado no meio de cultura Agar Batata Dextrose,
pelas técnicas de Pour Plate e estrias descontinuas, sendo esta ultima mais pratica
e eficiente para padronizar o crescimento. Diferentes tempos de incubagédo e
irradiacdo foram testados, e a condicdo de 15 minutos de incubacao seguidos de 20
minutos de irradiacdo com LED verde proporcionou a formagao de halo de inibicao
de aproximadamente 30 mm ao redor da nanofibra com ERI, indicando atividade
antifungica. Dessa forma, a associacdo de ERI a nanofibras mostra-se promissora
como plataforma inovadora no tratamento de infec¢cdes dermatofiticas, embora
estudos adicionais sejam necessarios para otimizar formulacées e condicdes
experimentais, visando maior eficacia e aplicabilidade clinica.

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 outras in-
feccdes cutdneas em humanos. A transmissdo ocorre por contato direto entre pes-
soas ou com superficies contaminadas. O tratamento de T. rubrum é desafiador de-
vido a resisténcia de varias cepas e ao numero limitado de antifungicos.! A Terapia
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Fotodindmica (TFD) tem se destacado como uma nova abordagem terapéutica,
combinando um fotossensibilizador (FS), luz e oxigénio gerando reagdes que elimi-
nam microrganismos. Como a TFD nao se baseia em um alvo celular especifico, a
chance de desenvolvimento de resisténcia é menor.A Eritrosina B (ERI), um corante
rosa-cereja aprovado pela FDA para uso alimenticio, tem sido usada como FS na
TFD devido a sua eficacia contra diferentes microorganismos.? Embora ainda haja
poucas informacgdes sobre sua eficacia contra T. rubrum, dados preliminares suge-
rem que as cepas desse fungo respondem de maneira variada a tratamentos anti-
fungicos e a TFD. Portanto, explorar o uso da TFD associada a ERI, especialmente
em tecnologias como nanofibras (NANO) para "curativos médicos", pode representar
uma nova estratégia promissora para o tratamento de micoses causadas por T. ru-
brum.

MATERIAIS E METODOS

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

Fotossensibilizador e fonte de luz

A Eritrosina B foi fornecida pelo Nucleo de Pesquisa em Sistemas Fotodinamicos
(NUPESF-UEM). A luz utilizada foi um LED (Light Emitting Diode), de cor verde
(510nm), desenvolvida pelo Laboratério de Fisico-Quimica da UEM.

Avaliagdo susceptibilidade antifungica da TFD+ERI+Nanofibras em meio sdlido so-
bre Trichophyton rubrum

Primeiramente foi testada a técnica de Pour Plate. Foi preparado o inéculo fungico
em um tubo falcon na concentragdo 2,0x10” Unidades Formadoras de Coldnia
(UFC)/mL , transferido 1,5 mL desse inoculo para um novo tubo falcon contendo 20
mL de Agar Batata Dextrose (PDA) fundido numa temperatura adequada, aproxi-
madamente 37°C, depois homogeneizado. O tubo falcon contendo o inéculo+PDA
foi vertido em uma placa média, esperou-se o meio solidificar e foi aplicado 1 cm?
da NANO. Além da técnica de Pour Plate, foi utilizada a técnica de esgotamento por
estrias, a qual um swab foi embebido no in6culo previamente preparado na concen-
tracdo de 2,0x10” UFC/mL, e depois passado em placa média de PDA por estrias
descontinuas, espalhando o conteddo por toda a extensao do Agar, logo apés apli-
cada 1 cm? da NANO com e sem ERI. Os tempos de incubacgéo testados foram de
15 e 30 minutos e os de irradiacdo de 20 e 40 minutos. A atividade antifungica foi
determinada pela deteccédo do halo de inibicao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, este trabalho buscou padronizar diferentes formas de semeadura do
fungo T. rubrum, a fim de encontrar aquela que melhor atendesse os objetivos
praticos para avaliar as NANO. Tradicionalmente, para a avaliagdo da difusdo de um
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antifungico é utilizado a técnica de semeadura por esgotamento das estrias (Intra et
al., 2019; Singh et al., 2007). Entretanto, ndo é uma pratica comum para fungos
filamentosos como T. rubrum. Assim, foi testado a semeadura por pour plate e
esgotamento por estrias. De acordo com os resultados obtidos na figura 1 A e B foi
possivel observar um crescimento fungico satisfatério de T. rubrum, com a
visualizacdo de um tapete fungico homogéneo por toda extensdo da placa, em
ambas metodologias utilizadas. Embora ambos os métodos tenham apresentado
resultados semelhantes quanto ao crescimento fungico, o método de semeadura por
estrias (Figura 1 B) demonstrou vantagens significativas em relacéao a praticidade e
otimizacao do tempo, reduzindo a complexidade do procedimento sem comprometer
a qualidade dos resultados. Logo, ele foi o escolhido para os proximos ensaios.

Figura 1- Padronizacao do método de semeadura para Trichophyton rubrum em meio sélido
para teste da eficiéncia antifungica de Nanofibras com Eritrosina. A) Nanofibra sem ERIB na
metodologia de Pour Plate B) Nanofibra sem ERIB na metodologia de Estrias descontinuas

Apoés padronizagao do crescimento flngico, buscou-se encontrar, entre diferentes
condicbes de incubagdo e irradiacdo, aquela que fosse capaz de fotoativar a
NANO+ERIB e gerar um halo de inibicdo do crescimento fangico. Entre os
parametros testados, a figura 2 mostra o melhor resultado obtido, com 15 minutos de
incubacao no escuro a 25°C e irradiacao de 20 minutos, poténcia da luz verde a
80%.
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Figura 2 — Atividade antifungica da Fotoativacao de Nanofibra impregnada com Eritrosina B em
meio sélido com 15 minutos de incubacao e 20 minutos de irradiacao.

E possivel observar a formacdo de um halo de inibicido do crescimento fingico com
um diametro aproximado de 30mm. Na literatura (Veras et al., 2016) obtiveram halos
claros de inibicao com NANO contendo agentes antifungicos, evidenciando o
potencial das NANO como plataformas terapéuticas, diferenciando-se pelo
mecanismo. Os resultados do presente estudo sugerem uma abordagem inovadora
e seletiva, que pode superar limitacdes de resisténcia e toxicidade se houver
otimizacao dos parametros experimentais.

CONCLUSOES

A incorporacdo de ERlI em NANO mostrou atividade antifungica contra T. rubrum,
evidenciada pela formacdo de halo de inibicdo. Essa associacdo demonstra-se
promissora para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas no tratamento
de infeccoes dermatofiticas, embora mais estudos sejam necessarios para otimizar a
formulacédo e ampliar sua aplicabilidade clinica.
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