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Parametros de irradiacao influenciam
na inativacao de leveduras tratadas com
terapia fotodinamica
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Resumo

0 objetivo deste estudo foi investigar a influéncia dos parametros de irradiagdo na terapia fotodindmica em leveduras. Tem sido proposto na literatura
que a terapia fotodinamica (PDT) pode matar células microbianas e, um grande niimero de fotossensibilizadores e fontes de irradiagéo sdo reportados,
em diferentes pardmetros e em diversas concentragdes do corante. Entretanto, para que os processos fotodindmicos sejam entendidos, mais
conhecimento sobre a importancia da taxa de fluéncia, fluéncia e tempo de irradiacio sdo necessarios. Para isso, suspensdes de Candida albicans,
Candida krusei e Cryptococcus neoformans foram usadas. Duas taxas de fluéncia, 100 e 300mW/cm? foram comparadas em 3, 6 € 9 min. de
irradiacdo, que resultaram em fluéncias de 0 a 162J/cm2. A fonte de irradiacdo utilizada foi um laser emitindo em A=660nm com poténcia ajustada
em 30 e 90mW. Azul de metileno na concentragéo de 100uM foi utilizado como fotossensibilizador. Como resultado, observamos que a mesma
fluéncia entregue em irradiacdes diferentes, gerou diferentes niveis de inativacdo fungica. Além disso, maior taxa de fluéncia mostrou um aumento
da inativacéo das leveduras. A PDT foi efetiva e apresentou aproximadamente 6 logs de morte celular. Por outro lado, nem o fotossensibilizador ou a
irradiacdo separadamente promoveram morte celular. Em concluséo, o tempo de irradiagéo e intensidade tem um papel importante na eficiéncia da
PDT. A fluéncia ndo deve ser utilizada como parametro tnico para comparagao dos resultados de fotoinativacéo de leveduras.

Palavras-chave: fotoinativacdo antimicrobiana, Candida albicans, Candida krusei, Cryptococcus neoformans, azul de metileno, fotossensibilizador,
laser vermelho.

Abstract

The aim of this study was to investigate the influence of light parameters on yeast cells. It has been proposed for many years that photodynamic
therapy (PDT) can inactivate microbial cells. A number of photosensitizer and light sources are reported in different light parameters and in a range of
dye concentrations. However, much more knowledge concerning the importance of fluence, fluence rate and exposure time are required for a better
understanding of the photodynamic efficiency. For this purpose suspensions of Candida albicans, Candida krusei and Cryptococcus neoformans var.
grubii were used. Two fluence rates, 100 and 300mW/cm? were compared at 3, 6 and 9 min. of irradiation, resulting fluences from 0 to 162J/cm2. The
light source used was a laser emitting at A=660nm with output power adjusted at 30 and 90mW. As photosensitizer, one hundred-pM methylene blue
was used. The same fluence in different fluence rates showed dissimilar levels of inactivation on yeast cells. In addition, the increase of the fluence rate
showed an improvement on cell photoinactivation. PDT was efficient against yeast cells (6 log reduction), however, neither photosensitizer nor light alone
presented any reduction in the cell viability. Fluence and fluence rate play a pivotal role in the PDT efficiency. Fluence per se should not be used as an
isolated parameter to compare photoinactivation effects on yeast cells.

Keywords: antimicrobial photoinactivation, Candida albicans, Candida krusei, Cryptococcus neoformans, methylene blue, photosensitizer, red laser.

Introdugéo devido ao aumento do uso de drogas antineoplasicas e
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A incidéncia de infec¢des causadas por fungos apre- plantacdo de dispositivos protéticos e enxertos. Pacientes
sentou consideravel crescimento nos ultimos vinte anos, queimados, com pancreatite, portadores de neutropenia
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ou AIDS também possuem uma maior predisposi¢ao para
contrair infecgdes por fungos'?. Dentre as infecgdes cau-
sadas por leveduras, a forma mais expressiva € a candi-
diase causada por C. albicans, que possui prevaléncia de
60% dentre os isolados clinicos provenientes de micoses.
Outras espécies de Candida sp. apresentam menores
prevaléncias, porém, possuem caracteristicas distintas de
patogenicidade, como a elevada resisténcia a antifungicos
demonstrada pela C. krusei*®. Outra levedura patogénica
que causa grande impacto na saude dos pacientes imu-
nodeficientes é representado por Cryptococcus sp., que
acometem principalmente pacientes imunodeprimidos,
podendo levar a morte por complicacdes respiratérias e/
ou neuroldgicas, se nao tratadas adequadamente®®.

As infeccdes fungicas geralmente requerem prolonga-
da terapia antimicrobiana e estdo associadas a sequelas
apods tratamento e aumento no tempo de internagao?®. O
uso indiscriminado de agentes antimicrobianos promove
a selecao natural de cepas microbianas resistentes e dei-
xa uma franca oportunidade para recombinac¢ao genética
dos fatores de resisténcia e mutagéo. Por isso, a busca
por alternativas para o tratamento de infecgdes é de ex-
trema importancia.

A terapia fotodindmica, do inglés photodynamic thera-
py (PDT), é uma forma de fototerapia baseada na utiliza-
¢ao de substancias com propriedades fotossensibilizado-
ras nos tecidos bioldgicos e ativagdo destas pela presenca
da luz. As células consideradas alvo s&o coradas com o
fotossensibilizador e irradiadas com luz. Apds a irradiagéo,
a molécula do fotossensibilizador passa para um estado
excitado, e ao voltar para o estado mais estavel, transfere
esta energia para o sistema propiciando um efeito fotoqui-
mico que normalmente leva a morte celular®. Isoladamente,
nem a droga nem a luz tem a capacidade de produzir o
efeito deletério ao sistema biolégico testado™.

O corante azul de metileno (AM), pertencente a familia
das fenotiazinas, € um fotossensibilizador bem estabele-
cido na literatura. Esta molécula provou sua efetividade
em uma série de estudos sobre fotoinativagao microbia-
na®'" "2, Possui duas bandas principais de absorgéo na re-
gido visivel do espectro eletromagnético, uma referente ao
componente monomerico (A =664nm); e outra da sua
forma dimerizada (A, =608nm)*3.

Apos a irradiagéo do corante, a formacdo de espé-
cies reativas de oxigénio (EROS) leva a morte das células
através da agéo oxidativa de componentes lipidicos das
membranas lipoproteicas .  No entanto, esta ndo é a

Tabela 1. Pardmetros de irradiacdo utilizadas nos grupos PDT
(L+FS+) durante o experimento

Poténcia (mW) 30 90

Taxa de fluéncia (mW/cm?) 100 300

Tempo de exposicdo (min.); Fluéncia (J/cm?) 0;0 0;0
3,18 3; 54
6; 36 6; 108
9; 54 9; 162
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Unica nem a principal via de morte celular. Sinais de dano
sao emitidos e sensibilizam receptores, principalmente na
membrana externa da mitocdndria, que inicia 0 proces-
so de faléncia metabdlica celular. Sao gerados estimulos
para aglutinacao de citoplasma, bem como condensacao
de cromatina que podem ser observadas como resultado
final de EROS geradas pela terapia fotodinamica'.

A PDT mostra grande atividade antimicrobiana com
amplo espectro de atuacdo sobre bactérias®'® e fun-
gos''® bem como em células eucariontes nas fototera-
pias anti-neoplasicas'®. Toda esta toxicidade € atribuida a
geracéo de grandes quantidades de EROS?, que supe-
ram o limite de defesa das células e iniciam os mais diver-
S0S mecanismos de morte celular.

Os estudos acerca de fotossensibilizadores desen-
volveram-se muito nas Ultimas 2 décadas, no entanto, os
parémetros de irradiagdo, como poténcia, taxa de fluén-
cia, tempo de irradiacdo e fluéncia, necessitam de mais
estudos.

Os fungos, em especial as leveduras, sao microrganis-
mos amplamente utilizados para o estudo sobre mecanis-
mos de acao de diversas terapias e apresentam-se como
um bom modelo para avaliagédo e comparagao de efeitos
fotodinamicos. Em geral, os parametros de irradiacao para
inativar fungos sdo maiores que 0s necessarios para matar
bactérias. Isso possibilita uma melhor avaliagdo dos efei-
tos sub-letais da PDT.

O objetivo deste trabalho é avaliar o papel dos paréme-
tros de irradiacao na inativacdo de leveduras patogénicas.

Material e métodos

Para este estudo, foram selecionadas trés espécies dis-
tintas de fungos. As leveduras foram cultivadas aerobica-
mente em agar Sabouraud Dextrose e incubadas a 37°C
por 24h para Candida albicans (ATCC90028) e Candida
krusei (ATCC6258); e 30°C por 48h para Cryptococcus
neoformans (ATCC90112).

Parametros de irradiacéo

Foi utilizado um laser de GaAlAs (Photon Lase Ill, DMC,
S&o Carlos, Brasil) com comprimento de onda de emissao
em A=660nm. As amostras foram irradiadas de cima para
baixo em uma placa de microtitulagao de 96 pogos, onde
o feixe laser foi ajustado com o didametro de 0,3 cm?.

O equipamento foi ajustado com poténcias em 30 e
90mW, que resultou em taxas de fluéncia de 100 e 300
mW/cm?2. Amostras foram colhidas nos tempos de 0 a 9
min., e fluéncias de 0 a 162J/cm? (tabela 1).

A fluéncia de 54J/cm? coincidiu nos dois regimes de
irradiacao utilizados e os resultados em morte microbiana
foram entdo comparados entre si.

O grupo controle (L-FS-) ndo recebeu qualquer tra-
tamento com laser ou fotossensibilizador. No grupo la-
ser (L+FS-), a suspenséo de leveduras foi irradiada na
auséncia do fotossensibilizador por 9 min. sob taxa de
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fluéncia de 300 mW/cm2, o que resultou em uma fluéncia
de 162J/cm2. Para os testes de toxicidade no escuro (L-
FS+), a suspenséo de leveduras foi corada por 10 min.
com AM 100uM em contato com as células. Nos grupos
PDT (L+FS+), a suspensao de leveduras coradas com AM
100uM foi devidamente irradiada nos parametros mostra-
dos na tabela 1. As agbes das diferentes taxas de fluén-
cia, tempos de irradiagéo e fluéncias foram avaliadas, bem
como seus efeitos sob as amostras de seu grupo PDT.

Ap6s passar pelos tratamentos propostos no es-
tudo, as amostras foram diluidas de 10" a 10%vezes a
concentragao original. Entao, aliquotas de 10uL de cada
diluicdo foram estriadas, em triplicata, em uma placa de
Petri contendo agar Sabouraud e, estas foram devida-
mente incubadas para formagao de unidades formadoras
de colbnias®'21,

As unidades formadoras de colbnia foram contadas e
todas as amostras foram submetidas a andlise estatistica
utilizando-se teste de variancia one-way (ANOVA). A com-
paracdo das médias foi realizada pelo teste de Tukey e a
significancia ajustada em 5%.

Resultados e discussao

Nem a irradiacdo com o laser, nem o corante n&o irradiado
na presencga da suspenséao de leveduras mostrou qualquer
efeito deletério ao crescimento das diferentes espécies (ta-
bela 2).

De uma forma geral, as células submetidas a PDT
mostraram que a taxa de fluéncia de 100mW/cm? apre-
sentou inativacdo moderada sobre as leveduras e o0s
efeitos foram proporcionais ao tempo de irradiacao. Além
disso, estes efeitos letais aumentaram com o aumento da
intensidade (fig. 1).

As células de C. neoformans mostraram-se mais re-
sistentes a inativagao quando comparadas as espécies C.
albicans e C. krusei (compare a irradiagao por 6 min. em
300 mW/cm? na figura1 A, Be C.

Apo6s 9 min. de irradiacdo, C. neoformans reduziu pou-
co mais de 1 log sob 100mW/cm2, contra mais de 6 logs
sob 300mW/cm? (fig. 1).

As espécies C. albicans e C. krusei apresentaram
comportamentos similares na resposta a PDT, diferindo
em um leve aumento da susceptibilidade (3 logs) de C.
albicans ap6s 9 min. de irradiacdo a 100mW/cm2, contra
1,5 logs de C. krusei. Além disso, sob 300 m\W/cm?2 em
3 min., C. albicans apresentou 2 logs de reducao contra
apenas 1 log para C. krusei.

Estas diferencas podem ser explicadas pela caracte-
ristica da C. krusei conseguir bombear moléculas toxicas
para fora da célula, utilizando bombas ativas de efluxo®*.
O mesmo pode ser observado quando da utilizacdo das
bombas transportadoras ABC. Isto pode ser visto em
relagéo a familia de antifungicos azéis, que séo ineficien-
tes contra C. krusei devido ao seu pouco acumulo no
citoplasma3.

Os trabalhos de PDT antimicrobiana tém mostrado
avangos no estudo dos caminhos fotoquimicos e nas
descobertas bioquimicas de morte celular. Entretanto, as
circunstancias e os parametros fisicos de irradiagédo nao

Tabela 2. Médias =DP dos grupos controle, irradiados com la-
ser ou expostos ao AM na concentragéo de 100uM.

UFC/mL (log,,)
L-PS- L+PS- L-PS+
C. neoformans 6,78+0,20 6,77+0,01 6,60+0,26
C. albicans 6,41+0,22 6,25+0,22 6,28+0,02
C. krusei 5,80+0,05 5,64+0,07 5,81+0,11
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Figura 1. Efeito do tempo de exposicdo na fragdo de sobrevi-
véncia de A) C. neoformans, B) C. albicans e C) C. krusei nas
intensidades de 100 e 300 mW/cm2, As barras de erro repre-
sentam o desvio padréo.
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Figura 2. Efeito da fluéncia de 54 J/cmz2 entregue sob intensi-
dades de 100 mW/cm?2 (9 min.) e 300 mW/cm2 (3 min.) na fra-
¢do de sobrevivéncia de C. neoformans, C. albican, e C. krusei.
As barras de erro representam o desvio padréo.

s&o suficientemente reportados. A fluéncia € usada como
0 principal pardmetro para a comparagao de grupos em
trabalhos na literatura de PDT8. Em PDT, a lei de reciproci-
dade e considerada para andlise e comparacao de resul-
tados obtidos experimentalmente?.

Este principio profere que, os efeitos bioldgicos decor-
rentes da irradiagdo dependem da fluéncia, independen-
temente do tempo de irradiacdo (conseqientemente da
taxa de fluéncia) sob o qual o sistema biolégico foi irra-
diado. A consequéncia de seguir a lei da reciprocidade é
uma valorizacao na importancia da fluéncia, o que coloca
em risco, a correta interpretagéo dos resultados em PDT.

Na comparagao dos efeitos de inativagdo microbiana na
fluéncia de 54 J/cm?, resultante de dois parametros distin-
tos de irradiagao (9 min.; 100 mW/cm?) e (3 min.; 300 mW/
cm?), foi possivel observar que, mesmo sob uma taxa de
fluéncia menor, o tempo de irradiagcao influenciou de forma
significante os resultados de morte microbiana (fig. 2).

O parémetro de irradiacao (54 J/cm2; 9 min.; 100 mW/
cm?) foi mais letal aos microrganismos, quando compa-
rado a um tempo menor com taxa de fluéncia maior (54
J/cmz; 3 min.; 300 mW/cm3).

Este comportamento foi similar para todos os micror-
ganismos utilizados no experimento (fig. 2) e, demonstra
que o tempo de irradiagéo deve ser levado em considera-
¢ao na andlise dos resultados de PDT.

Conclusoes

A taxa de fluéncia deve ser considerada para aumentar
a eficiéncia da PDT, que é maior em maiores taxas de
fluéncia. Além disso, o tempo de irradiacdo também se
apresenta como importante instrumento para melhorar os
resultados de inativacao microbiana. A fluéncia ndo deve
ser utilizada como Unico parametro para comparar resul-
tados de inativagao fungica em PDT.
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