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Barbosa ERO. Avaliacao da aplicacéo da terapia fotodinamica antimicrobiana para o
controle e tratamento de infec¢cdes envolvendo Candida spp. e Staphylococcus
aureus [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2023.

RESUMO

Esta dissertacdo foi dividida em duas publicacbes que objetivaram: a) realizar uma
revisdo sistematica da literatura e meta-andlise acerca da aplicacgéo clinica e eficacia
da TFDa no tratamento de infec¢Ges orais envolvendo Candida spp. e b) avaliar o
potencial in vitro de fragGes do extrato de vegetal de Senna spp. como monoterapia
na TFDa sobre biofilmes simples e mistos de Candida albicans e Staphylococcus
aureus. Publicacdo 1: Foram realizadas buscas bibliograficas a procura de estudos
clinicos randomizados que avaliassem o efeito da TFDa como tratamento de
infecgdes orais envolvendo Candida spp. A revisao seguiu o protocolo PRISMA, e os
estudos selecionados foram sintetizados qualitativamente e quantitativamente. O
nivel de evidéncia e o risco de viés dos estudos foram avaliados. Meta-anélise em
rede foi realizada considerando a reducdo da contagem microbiana no palato e
superficie protética. A maioria dos trabalhos investigou o efeito da TFDa na
estomatite protética. C. albicans foi a espécie mais prevalente. Todos os estudos
incluidos foram classificados como Nivel 2 de evidéncia e apresentaram risco de
viés em relacdo a dados de desfecho ausentes. Quatro artigos foram incluidos na
meta-analise em rede. No palato, todos os tratamentos foram eficazes quando
comparados ao grupo controle. A TFDa e TFDa+nistatina foram eficazes de forma
semelhante, enquanto nistatina ou miconazol apresentaram maior eficacia. A TFDa
se mostrou eficaz também na desinfeccdo das superficies de proteses. Os
resultados sugerem que a aplicacdo da TFDa é uma abordagem efetiva para o
tratamento de infeccdes orais envolvendo Candida spp. Publicacdo 2: Extratos
brutos de Senna macranthera (SM) e Senna splendida (SS) foram fracionados por
cromatografia. As fracdes tiveram o espectro de absorcao de luz verificado e foram
caracterizadas quimicamente. Biofilmes simples e mistos de C. albicans e S. aureus
foram cultivados durante 48 h. Os grupos testados foram: controle negativo (CN),
fracbes sem irradiacdo (SM1-, SM2-, SS1-, SS2-), controle de luz (CL), controle de
veiculo com ou sem luz (DMSO 1%; CV+, CV-, respectivamente) e fracdo com
irradiacdo (TFDa: SM1+, SM2+, SS1+, SS2+). Cada fracdo (0,2 mg/ml) foi aplicada
nos grupos fracdes sem irradiacdo e TFDa e pré-incubadas por 15 min (biofilme
simples) ou 20 min (biofilme misto). A irradiacdo foi feita a 450 nm e 139,5 J/cm? por
900 s em modo fracionado. Os dados foram analisados nos programas IBM SPSS
20.0 (0=0,05) e R (IC=95%). Foram obtidas 12 fracdes, dentre as quais quatro
apresentaram absorcdo de luz na regido de interesse e foram selecionadas para o
estudo. A caracterizagdo fitoquimica evidenciou a presenca da classe antraquinonas
nas fracbes ativas. Nos grupos TFDa, todas as fracdes reduziram a viabilidade
microbiana em biofilmes simples e mistos. Na presenca de luz, foi observada uma
maior reducdo microbiana nos biofilmes mistos. Apenas a fragdo SM1 levou a
reducdo > 3 log UFC/mL todos os biofilmes. TFDa mediada por fragbes dos extratos
de Senna spp. demonstraram potencial in vitro para reducédo de biofilmes simples e
mistos de S. aureus e C. albicans.

Palavras chave: Fotoquimioterapia. Extratos Vegetais. Candida. Extrato de Senna.



Barbosa ERO. Evaluation of antimicrobial photodynamic therapy application for
control and treatment of infections involving Candida spp. and Staphylococcus
aureus [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2023.

ABSTRACT

This Dissertation was divided into two publications that aimed: a) to perform a
systematic literature review and meta-analysis on the clinical application and efficacy
of aPDT in the treatment of oral infections involving Candida spp. and b) to evaluate
the in vitro potential of Senna spp. as photosensitizer in aPDT on single- and dual
species biofilms of Candida albicans and Staphylococcus aureus. Publication 1:
Electronic searches were performed seeking for randomized clinical trials that
evaluated the effect of aPDT as a treatment for oral infections involving Candida spp.
The review followed the PRISMA protocol, and the selected studies were synthesized
qualitatively and quantitatively. The level of evidence and the risk of bias of each
study were assessed. A network meta-analysis was performed considering the
reduction of microbial counting on palate and prosthetic surface. Most studies
investigated the effect of aPDT on denture stomatitis. C. albicans was the most
prevalent species. All included studies were classified as Level 2 of Evidence and
had bias risk regarding missing outcome data. Four articles were included in the
network meta-analysis. On the palate, all treatments were effective when compared
to the control group. aPDT and aPDT+nystatin were similarly effective, while nystatin
or miconazole were more effective than aPDT. aPDT was also effective to prosthesis
surfaces disinfection. The results suggest that aPDT application represents an
effective approach for the treatment of oral infections involving Candida spp.
Publication 2: Crude extracts of Senna macranthera (SM) and Senna splendida
(SS) were fractionated by the chromatographic method. The fractions had the light
absorption spectrum checked and were chemically characterized. Single- and dual-
species biofilms of C. albicans and S. aureus were cultured for 48 h. The following
groups were tested: negative control (NC), fractions without light (SM1-, SM2-, SS1-,
SS2-), light control (LC), vehicle control with or without light (DMSO 1%; VC+, VC-,
respectively) and fractions with irradiation (aPDT: SM1+, SM2+, SS1+, SS2+). Each
fraction (0.2 mg/ml) was applied to the fractions without irradiation and aPDT groups
and pre-incubated for 15 min (single-species biofilm) or 20 min (dual-species biofilm).
The VC+, LC and aPDT groups were irradiated at 450 nm and 139.5 J/cm? for 900 s
in fractionated mode. Data were analyzed using IBM SPSS 20.0 (0=0.05) and R
(CI=95%) programs. From the 12 fractions obtained, four showed light absorption
between 400 and 450 nm and were selected for the study. Phytochemical
characterization showed the presence of anthraquinones class. In aPDT groups, all
fractions reduced microbial viability in single- and dual species biofilms. In the
presence of light, a greater microbial reduction was observed in dual-species
biofilms. Only the SM1 fraction led to > 3 log CFU/mL reduction in all biofilms. aPDT
mediated by fractions of Senna spp. demonstrated in vitro potential for the reduction
of single- and dual species biofilms of S. aureus and C. albicans.

Keywords: Photochemotherapy. Plant Extracts. Candida. Senna Extract.
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1 INTRODUCAO

A cavidade bucal abriga centenas de micro-organismos, que em situacdes
normais de simbiose atuam favorecendo, de forma direta ou indireta, a saude do
hospedeiro!. Nas superficies da cavidade bucal, esses micro-organismos se
encontram aderidos e organizados na forma de biofilme, o que Ihes proporciona
maior resisténcia a agentes antimicrobianos e a remocdo mecanica?. Além de
proporcionar também interacdes intra- e inter-espécies que permitem alteracfes no
microambiente e o aumento da expressdo de genes e fatores de viruléncia?. Em
situacdes favoraveis a sua proliferacéo, alguns desses micro-organismos expressam
sua patogenicidade e podem causar infeccoes diversas®®.

Staphylococcus aureus é uma espécie comensal que tem a capacidade de
colonizar diversas superficies do corpo humano®. A colonizacdo e organizacéo
desse micro-organismo em biofilmes lhes conferem maior viruléncia e resisténcia
aos mecanismos de defesa do hospedeiro’. Essa espécie pode causar endocardite
infecciosa, osteomielite, celulites e abscessos®, além de estar fortemente
relacionada ao aumento de casos de infec¢cdes nas unidades de tratamento
intensivo®. Na cavidade bucal, S. aureus foi detectado em infeccdes de origem
odontogénicas® e em lesdes de queilite angular associadas a levedura Candida
albicans®.

Dentre as leveduras que colonizam a cavidade bucal, a espécie Candida
albicans é a mais comum?® A candidiase, condicdo resultante da dishiose e
consequente expressao patogénica de leveduras do género Candida spp., ocorre
principalmente usuarios de proteses, com fluxo salivar diminuido ou pacientes
imunocomprometidos, sendo que nestes ultimos, pode levar a quadros graves de
infeccdo®.

A estomatite protética, tipo de candidiase oral com alta prevaléncia3, é uma
condicéo se desenvolve na mucosa em contato com superficies acrilicas de proteses
e dispositivos intrabucais. Dentre os fatores que levam ao desenvolvimento e
persisténcia da estomatite protética, destacam-se a higiene oral e da prétese
inadequadas, uso continuo da prétese e falhas na sua adaptacdo®.

C. albicans possui adesao facilitada a superficies acrilicas e tende a se

acumular e proliferar formando biofilmes na superficie protética'?13. Portanto, o
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tratamento da estomatite protética inclui a administracédo de antifingicos associada a
higienizacdo adequada da prétese ou dispositivo intrabucal'*.

Assim como tantos outros micro-organismos que colonizam a cavidade bucal
dos seres humanos, S. aureus e C. albicans podem expressar patogenicidade em
ambiente favoravel, além de inumeras estratégias para driblar a defesa do
hospedeiro, competir com outros micro-organismos ou resistir a acao de
antimicrobianos?'>16, Zago et al.l’, demonstraram in vitro que a formacdo de
biofiimes de S. aureus e C. albicans é favorecida por fatores estruturais - com as
hifas de C. albicans servindo de suporte para a adesao de S. aureus- e por fatores
bioquimicos, por meio de metabdlitos e mediadores produzidos por ambas as
espécies.

Ainda, estudos realizados com biofilmes mistos demonstram que a estrutura
das hifas de C. albicans potencializa o crescimento de S. aureus!®!®, eleva a
producdo de enzimas hidroliticas e torna o biofilme mais patogénico, o que leva a
danos as células epiteliais e alteragcbes na resposta imune e inflamatéria do
hospedeiro!’18,

Na busca de tratamentos minimamente invasivos e que nao provoguem a
resisténcia microbioldgica, esforcos tém sido empregados para o uso da terapia
fotodinamica antimicrobiana (TFDa). A TFDa é uma alternativa terapéutica que vem
apresentando resultados positivos na inativacdo de micro-organismos, inclusive
dagueles que apresentam resisténcia microbiana®®20-22,

A terapia fotodinamica (TFD) foi relatada pela primeira vez em 1900 por
Raab?3 e baseia-se no fenébmeno no qual uma fonte de luz de comprimento de onda
especifico interage com moléculas fotoativaveis e oxigénio, gerando como
subproduto moléculas citotéxicas?*. Portanto, uma fonte de luz de comprimento de
onda adequado, um fotossensibilizador (FS) e a presenca de oxigénio molecular sédo
0s trés requisitos para que ocorra inativacdo de micro-organismos ou morte celular
através da TFD®.

Em oposicao as terapias antimicrobianas convencionais, é improvavel que a
terapia fotodindmica antimicrobiana possua potencial para gerar resisténcia
microbiana'®. A citotoxidade causada pelas espécies reativas de oxigénio (EROSs)
durante a TFD deve-se ao estresse oxidativo que causa inativacdo de enzimas e
proteinas do sistema de transporte da membrana ou dano a membrana celular ou ao
DNA16,25_
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As interacdes entre o fotossensibilizador e a célula alvo, o tempo de contato
entre eles, a sua afinidade com a parede celular e o efeito citotoxico causado por
meio das EROs tornam improvaveis o desenvolvimento de resisténcia microbiana na
TFDal6:26,

Estudos?’-3¢ relatam resultados clinicos e microbiolégicos significativos
relacionados a TFDa para o controle de infec¢des bucais causadas por Candida spp.
Porém, até o momento, ndo h& na literatura trabalho que reuna as evidéncias
cientificas a respeito do uso da TFDa em revisdes sistematicas e meta-analises.

Idealmente, o fotossensibilizador utilizado na TFD ndo deve ser toxico na
auséncia de luz, deve ser capaz de absorver luz em um comprimento de onda
adequado, ter vida util estavel, ser hidrossolluvel, possuir baixa afinidade com as
células humanas?® e ser eliminado do organismo de maneira rapida?32?4. H4 estudos
na literatura que visam o0 desenvolvimento fotossensibilizadores mais
biocompativeis, seguros, facilmente disponiveis e que rednam o maximo possivel
das caracteristicas ideiais®’4.

Dentre os fotossensibilizadores disponiveis, os de origem natural (ex:
curcumina*t#2, roboflavina*3, cerscoporina**, hipericina*®) sdo amplamente relatados
na literatura®®. Entretanto, ainda é importante a identificacdo e estudo das
propriedades quimicas de novos compostos que sejam biologicamente ativos e
apresentem potencial para aplicagdo em humanos*’.

Estudo anterior do nosso grupo de pesquisa demonstrou, pela primeira vez, a
efetividade da acdo antimicrobiana dos extratos brutos de Senna macranthera,
Senna alata e Senna splendida como fotossensibilizadores na terapia fotodinamica
em diversas espécies microbianas, incluindo C. albicans e S. aureus®.

Considerando a rica composicdo fitoquimica dos extratos vegetais e a
possibilidade de reforcar seus efeitos com a utilizacdo de suas moléculas e
compostos ativos, torna-se interessante a realizagcao do fracionamento dos extratos
vegetais brutos. As propriedades farmacoldgicas das fracdes de Senna spp. estdo
associadas a efeitos antidiabéticos*®®°, anti-inflamatérios®!, e antimicrobianos®253.
Apesar do seu potencial terapéutico, ainda ha uma lacuna na evidéncia sobre 0 uso
das fracOes de Senna spp. como fotossensibilizadores na TFDa.

Diante da importancia da TFDa no controle de infeccdes e objetivando
investigar o efeito da aplicacdo da terapia fotodindmica antimicrobiana (TFDa) no

controle de infecgbes, a presente Dissertacédo foi dividida em duas publicagdes:
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1- “Antimicrobial photodynamic therapy in oral fungal infections by Candida
species: systematic review and network meta-analysis”

2- “Senna spp. extracts fractionation: phytochemical study and evaluation as
photosensitizers on Candida albicans and Staphylococcus aureus single-
and dual-species biofilms”.

Na primeira publicacdo, foi realizada uma revisdo sistematica da literatura e
meta-analise, incluindo apenas estudos clinicos randomizados, acerca da utilizacdo
da TFDa para o tratamento de infec¢des orais envolvendo espécies de Candida spp.
A segunda publicacdo trata de um estudo in vitro que aborda a utilizacao de fracbes
de Senna spp. como fotossensibilizadores sobre biofilmes simples e misto de C.

albicans e S. aureus.
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4 CONCLUSAO

Diante dos estudos desenvolvidos, os resultados das publicacdes sugerem
que:

A terapia fotodindmica antimicrobiana € uma abordagem efetiva para o
tratamento de infecgBes no canal radicular, candidiases orais e para a desinfec¢céo
de préteses (Publicacdo 1) e;

As fracGes dos extratos de Senna splendida e Senna macranthera possuem
potencial para serem utilizadas como monoterapia nha terapia fotodinamica
antimicrobiana contra biofilmes simples mistos de S. aureus e C. albicans
(Publicacdo 2), com especial destaque para a fracdo 100% etandlica de S.

macranthera.
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