\/
iy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

VAY ’
u nesp “JULIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Sao José dos Campos
Instituto de Ciéncia e Tecnologia

GABRIELA VIEIRA MENDES

DESENVOLVIMENTO DE UM SISTEMA CARREADOR DE AZUL
DE METILENO EM GELLAN GUM PARA APLICACAO NA
TERAPIA FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA CONTRA

Candida albicans

2023



GABRIELA VIEIRA MENDES

DESENVOLVIMENTO DE UM SISTEMA CARREADOR DE AZUL DE METILENO
EM GELLAN GUM PARA APLICACAO NA TERAPIA FOTODINAMICA
ANTIMICROBIANA CONTRA Candida albicans

Dissertacdo apresentada ao Instituto de Ciéncia e Tecnologia, Universidade Estadual
Paulista (Unesp), Campus de Sdo José dos Campos, como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de MESTRE pelo Programa de P6s-Graduacdo em CIENCIAS
APLICADAS A SAUDE BUCAL.

Area: Microbiologia e Imunologia. Linha de pesquisa: Agentes antimicrobianos e

métodos de controle para infec¢des de interesse médico-odontoldgico.

Orientadora: Profa. Assoc. Juliana Campos Junqueira

Sé&o José dos Campos
2023



Instituto de Ciéncia e Tecnologia [internet]. Normalizacao de tese e dissertagao
[acesso em 2023]. Disponivel em http://www.ict.unesp.br/biblioteca/normalizacao

Apresentacao gréafica e normalizacéo de acordo com as normas estabelecidas pelo Servi¢o de
Normalizacdo de Documentos da Secéo Técnica de Referéncia e Atendimento ao Usuario e
Documentacédo (STRAUD).

Mendes, CGabriela Vieira

Desenvol vi nento de um si stema carreador de azul de metileno em gellan gum
para aplicacdo na terapia fotodi ndnica antim crobiana contra Candi da al bi cans
/| Gabriela Vieira Mendes. - Sdo José dos Canpos : [s.n.], 2023.

57 f. 1 il.

Di ssertacao (Mestrado) - Pds- G aduacdo em Ci énci as Aplicadas a Saude Bucal -
Uni ver si dade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de G éncia e Tecnol ogi a,
Sao José dos Canpos, 2023.

Oientadora: Juliana Canpos Junqueir a.

1. Terapia fotodinamca. 2. Hidrogéis. 3. Azul de netileno. 4. Biofilnes.

5. Candida al bicans. |. Junqueira, Juliana Canpos, orient. Il. Universidade
Estadual Paulista (Unesp), Instituto de C éncia e Tecnol ogia, Sado José dos
Canpos. Ill. Universidade Estadual Paulista 'Julio de Mesquita Filho' -

Unesp. |V. Universidade Estadual Paulista (Unesp). V. Tituloo.

Ficha catalogréfica elaborada pela Biblioteca Prof. Achille Bassi e Se¢do Técnica de Informatica, ICMC/USP
com adaptacdes - STATI, STRAUD e DTI do ICT/UNESP.
Renata Aparecida Couto Martins CRB-8/8376



IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Esta pesquisa tem como potencial impacto cientifico o desenvolvimento de um
sistema carreador de fotossensibilizador azul de metileno para uso na terapia
fotodindmica no tratamento da candidiase. A inovacao consiste no emprego de um
hidrogel a base de gellan gum que possibilita maior tempo de contato do
fotossensibilizador com os tecidos durante a irradiagcéo de luz e, consequentemente,
a potencializacao dos efeitos antimicrobianos da terapia fotodinamica. O produto final
tem insercdo em nivel nacional, pois € compativel com fontes de luz disponiveis em

clinicas odontoldgicas.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The potential scientific impact of this research is the development of a methylene blue
photosensitizer carrier system for use in photodynamic therapy in the treatment of
candidiasis. The innovation consists in the use of a hydrogel based on gellan gum that
allows for a longer contact time between the photosensitizer and the tissues during
light irradiation and, consequently, the potentiation of the antimicrobial effects of
photodynamic therapy. The final product has insertion at a national level, as it is

compatible with light sources available in dental clinics.
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RESUMO

Mendes GV. Desenvolvimento de um sistema carreador de azul de metileno em gellan
gum para aplicacdo na terapia fotodinamica antimicrobiana contra Candida albicans
[dissertacdo]. S&o José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2023.

A terapia fotodindmica antimicrobiana (TFDa) € uma reacdo fotoquimica capaz de
inativar microrganismos por meio da producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), sendo considerada uma possivel alternativa para o tratamento da candidose
bucal. Até o momento, os fotossensibilizadores tém sido utilizados majoritariamente
sob a forma aquosa, o que reduz o tempo de contato com a superficie do corpo e
dificulta seu uso na mucosa bucal. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi
desenvolver um sistema carreador de azul de metileno no hidrogel de goma gelana
(gellan gum), avaliando-se suas propriedades fotodinamicas e antifingicas contra
Candida albicans. Para o desenvolvimento do sistema carreador, o azul de metileno
foi incorporado em gellan gum de concentracdes 0,6% e 1,0% (m/v) e sua taxa de
liberacdo determinada em funcé&o do tempo. As propriedades fotodinamicas foram
avaliadas por varredura no espectro do UV-visivel e estudo de formacéo de escudo
optico nos hidrogéis. Para o estudo da atividade antifungica do sistema carreador, a
TFD (LED de 664 nm, densidade de energia de 30,56 J/cm?, densidade de poténcia
de 42,8 mW/cm? e tempo de 714 seg) foi aplicada sobre C. albicans (ATCC18804) em
culturas plancténica e biofilme. Os efeitos da TFD em cultura plancténica e biofilme
foram avaliados por contagem de células viaveis em UFC/mL e submetidos a analise
estatistica por Analise de Variancia (ANOVA) e pés-teste de Tukey com nivel de
significancia de 5%. Como resultados obtidos, verificou-se que 100% do azul de
metileno foi liberado no meio reacional pelo hidrogel na concentracdo 0,6% (m/v)
decorrido 12 min, enquanto o gellan gum de 1,0% (m/v) liberou 75% do
fotossensibilizador ap6s 25 min. A varredura no UV-visivel detectou pico de absorcéo
em comprimento de onda em 660 nm para ambos os hidrogéis de 0,6% (m/v) e 1,0%
(m/v) contendo o fotossensibilizador. Nao foi observada formacéo de escudo 6ptico
por ambas as formulagdes em gellan gum quando comparados com a forma aquosa
do azul de metileno. A aplicacdo da TFD com azul de metileno em gellan gum sobre
culturas planctdnicas resultou na reducdo total e significativa das células de C.
albicans. No estudo em biofilmes, a redu¢cédo microbiana significativa alcancada pela
TFD, utilizando-se o azul de metileno carreado em gellan gum, foi de
aproximadamente 1 log (UFC/mL). Conclui-se que o sistema de gellan gum como
carreador de azul de metileno foi capaz de manter as propriedades Oopticas, de
liberacdo e fotoinativacdo sobre cultura plancténica e biofilme maduro de Candida
albicans.

Palavras-chave: terapia fotodinamica; hidrogéis; azul de metileno; biofilmes; Candida
albicans; Gellan gum.



ABSTRACT

Mendes GV. Development of a methylene blue carrier system in gellan gum for
application in antimicrobial photodynamic therapy against Candida albicans
[dissertation]. S&o José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University (Unesp),
Institute of Science and Technology; 2023.

Antimicrobial photodynamic therapy (PDT) is a photochemical reaction capable of
inactivating microorganisms through the production of reactive oxygen species (ROS)
and is considered a possible alternative for the treatment of oral candidiasis. So far,
photosensitizers have been used mostly in aqueous form, which reduces the time of
contact with the body surface and makes their use difficult on the oral mucosa. Thus,
the aim of this study was to develop a methylene blue carrier system in hydrogel based
gellan gum evaluating its photodynamic and antifungal properties against Candida
albicans. For the development of the carrier system, methylene blue was incorporated
into gellan gum at concentrations of 0.6% and 1.0% (w/v) and its release rate
determined as a function of time. The photodynamic properties were evaluated by
scanning the UV-visible spectrum and studying the formation of an optical shield in the
hydrogels. To study the antifungal activity of the carrier system, PDT (664 nm LED,
energy density of 30.56 J/cm?, power density of 42.8 mW/cm? and time of 714 sec)
was applied on C. albicans (ATCC18804) in planktonic and biofilm cultures. The effects
of PDT on planktonic culture and biofilm were evaluated by counting viable cells in
CFU/mL and submitted to statistical analysis by Analysis of Variance (ANOVA) and
Tukey's post-test with a significance level of 5%. As results obtained, it was verified
that 100% of the photosensitizer was released in the reaction medium by the hydrogel
in the concentration 0.6% (w/v) after 12 min., while the gellan gum of 1.0% (m/v)
released 75% of the photosensitizer after 25 min. UV-visible scanning detected peak
absorption at wavelength at 660 nm for both 0.6% (m/v) and 1.0% (m/v) hydrogels
containing the photosensitizer. Optical shield formation was not observed by both
formulations when compared to the aqueous form. The application of PDT with
methylene blue in gellan gum on planktonic cultures resulted in the significative total
reduction of C. albicans cells. In the study on biofilms, the significative microbial
reduction achieved by PDT, using carrier systems, was approximately 1 log (CFU/mL).
It is concluded that the gellan gum system as methylene blue carrier was able to
maintain the optical, release and photoinactivation properties on planktonic culture and
mature biofilm of C. albicans.

Keywords: photodynamic therapy; hydrogels; methylene blue; biofilms; Candida
albicans; Gellan gum.
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1 INTRODUCAO

A terapia fotodinamica (TFD) (do inglés Photodynamic Therapy - PDT) é
definida como uma reacéo fotoquimica, ndo-invasiva e dependente de oxigénio capaz
de destruir células por processo de necrose ou apoptose, além de induzir dano celular
e morte de microrganismos (Carrera et al., 2016; Dascalu Rusu et al., 2020). O seu
mecanismo de agao ocorre por meio de uma fonte de luz em comprimento de onda
especifico capaz de ativar o fotossensibilizador, que na presenca de oxigénio, gera
resposta fototoxica (Carrera et al., 2016). A acédo fototoxica € viabilizada devido ao
fotossensibilizador no estado singleto excitado migrar para a forma tripleto excitado,
que é capaz de interagir com moléculas de oxigénio do ambiente por meio dos
mecanismos de tipo | e tipo Il (Ribeiro et al., 2007).

O mecanismo do tipo | ocorre devido a transferéncia de elétrons do
fotossensibilizador no estado tripleto excitado para o oxigénio ambiente, resultando
na formacgéo de perdxido de hidrogénio e radicais livres, como superéxido e hidroxila
(Ribeiro et al., 2007). Estas espécies de oxigénio sdo capazes de alterar estruturas da
membrana celular e DNA, além de induzirem ao processo de morte celular por
mecanismos de inibicdo enzimatica, peroxidacdo lipidica e aglutinacdo de proteinas
essenciais (Carrera et al.,, 2016). O mecanismo do tipo Il resulta na producao de
oxigénio singleto excitado por meio da transferéncia de energia do fotossensibilizador
para o oxigénio. Esta espécie de oxigénio apresenta elevada reatividade e € capaz de
atuar em lipideos insaturados, aminoacidos e acido nucleicos das células-alvo (Ribeiro
et al., 2007).

A terapia fotodindmica antimicrobiana (TFDa) tornou-se um método
alternativo frente ao advento da resisténcia aos antimicrobianos, uma vez que 0s
agentes oxidativos atuam de forma inespecifica sobre os microrganismos, impedindo
o desenvolvimento de cepas resistentes a terapia (Wiench et al., 2021). Para tanto, a
eficacia dessa terapia depende da relacdo compativel entre microrganismos, tipos de
fotossensibilizadores, fontes de luz e condi¢des de irradiacdo (Carrera et al., 2016).
De forma geral, os fotossensibilizadores devem apresentar as seguintes
caracteristicas: alto grau de pureza quimica, estabilidade em temperatura ambiente,

minima citotoxicidade no escuro, efeito fotossensivel em comprimento de onda
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especifico e alta solubilidade em tecidos. Desse modo, varios fotossensibilizadores
foram desenvolvidos ao longo dos anos. Na década de 70, a hematoporfirina (HpD) e
derivados foram os primeiros fotossensibilizadores utilizados em escala comercial
(Kwiatkowski et al., 2018) Apesar do seu amplo uso na terapia fotodinamica para
tratamento de canceres, a hematoporfirina, tem demonstrado algumas limitacdes,
como impureza quimica, baixa penetracéo nos tecidos, toxicidade para pele e intenso
acumulo em tecidos saudaveis (Baskaran et al., 2018).

Posteriormente, diversas substancias em potencial foram estudadas para uso
como fotossensibilizador, dentre elas estdo as clorinas e as ftalocianinas, além de
compostos nao porfirindides como as cianinas e fenotiazinas (Lucky et al., 2015). Em
comparacao aos primeiros fotossensibilizadores utilizados clinicamente, estes grupos
demonstraram melhor desempenho quanto a seletividade, penetracdo em tecidos,
fotossensibilidade e maior producdo de espécies reativas de oxigénio (Wang et al.,
2021).

Estudos demonstraram que o0s compostos fenotiazinicos sdo capazes de
promover a fotoinativacdo de bactérias Gram-positivas e negativas devido a sua
estrutura molecular naturalmente catiénica (Jori et al.,, 2006). Estes compostos
apresentam espectro de absorcdo entre 600 e 660 nm, o que permite eficiente
penetracdo da luz nos tecidos (Simplicio et al., 2002). Dois corantes conhecidos da
classe dos fenotiazinicos sdo o azul de metileno e o azul de toluidina O (TBO), que
além do uso como fotossensibilizadores, também s&o utilizados como corantes
histol6gicos (Tardivo et al., 2005; Wiench et al., 2021). Entre todos o0s
fotossensibilizadores desenvolvidos, o azul de metileno (AM) € um dos mais utilizados
na terapia fotodinAmica antimicrobiana, sendo aprovado para uso clinico em varios
paises, como o Brasil (Garcez et al., 2011; Tardivo et al., 2005).

Além do custo acessivel, o azul de metileno apresenta espectro de absor¢éo
entre 620 e 660 nm, sendo compativel com lasers de baixa poténcia e LEDs emissores
de luz na faixa do vermelho visivel, comumente presentes em clinicas de saude
(Schaeffer et al., 2019). Diante dessas vantagens, o azul de metileno tem sido muito
utilizado nas areas médicas e odontologica para o tratamento de infec¢des localizadas
causadas por bactérias, fungos, virus e protozoarios (Pinto et al., 2017; Schaeffer et
al., 2019; Tardivo et al., 2005).

Entre as infec¢bes fungicas, a TFD tem sido bastante estudada como uma
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possivel terapia para a candidose bucal, uma infeccdo causada por leveduras do
género Candida, como Candida albicans. A candidose € uma doenca de alta
prevaléncia na cavidade bucal, principalmente, em individuos com sistema
imunoldgico debilitado, submetidos a antibioticoterapia prolongada ou portadores de
préteses dentarias. Para causar infeccdo, C. albicans dispde de varios fatores de
viruléncia, como transicdo morfologica de leveduras para hifas, producéo de enzimas
histoliticas e formacdo de biofilmes. A capacidade de formar biofilmes dificulta o
tratamento dessas infec¢des, pois em biofilmes as células de Candida sdo mais
tolerantes aos agentes antifingicos do que em crescimento plancténico. Além disso,
o amplo uso de compostos antifingicos, nas ultimas décadas, para tratar as lesdes
de candidose, tem levado a selecdo de cepas de Candida resistentes a esses
medicamentos (Monika et al., 2017; Rodriguez-Cerdeira et al., 2020; Tortorano et al.,
2021a).

Em virtude disso, a terapia fotodinAmica antimicrobiana é considerada como
um tratamento alternativo potencial para a candidose bucal, visto que € pouco ou
minimamente invasiva e seus produtos reativos atuam de forma inespecifica nas
células alvo, eliminando-as e impedindo o desenvolvimento de resisténcia a terapia
(Eduardo et al., 2015; Leung et al., 2020).

Buscando aumentar a eficacia da TFD, pesquisas recentes tem se voltado
para o desenvolvimento de fotossensibilizadores mais sollveis e com maior
especificidade nas células alvo (Lin et al., 2021). Nesse contexto, 0 uso de sistemas
de entrega de medicamentos (drug delivery system) tem sido aplicado também a
fotossensibilizadores, mostrando-se um recurso promissor para a aplicacdo da TFD
em doencas infecciosas de interesse médico-odontologico. Nos sistemas de entrega,
os fotossensibilizadores podem ser carreados em diferentes moléculas, como
monossacarideos, peptideos, lipoproteinas de baixa densidade (LDL), nanoparticulas
inorganicas ou organicas, e polimeros, como os hidrogéis (Mokwena et al., 2018).

O gellan gum é um exopolissacarideo produzido pela bactéria Sphingomonas
elodea, utilizado na industria alimenticia como aditivo e gelificante alimentar. E
considerado um biomaterial de baixo custo e com capacidade de produgédo em larga
escala. Em 1992, seu uso na area biomédica foi aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) (Palumbo et al., 2020). Dentre as caracteristicas de interesse,

podem ser citadas a biocompatibilidade, baixa toxicidade e propriedade mucoadesiva



15

e ser termorresponsivo e biodegradavel. Na literatura, tem sido utilizado na pesquisa
como carreador de proteinas e farmacos, e na regeneracédo de 0ssos e feridas (Zia et
al., 2018).

O hidrogel de gellan gum pode ser uma alternativa interessante como
carreador para o azul de metileno, melhorando as condicfes locais da aplicacdo da
TFD, o que pode favorecer o maior tempo de contato do fotossensibilizador com os
tecidos, e consequente, maior penetracdo nas células microbianas. Até o nosso
conhecimento, esse projeto € o primeiro a estudar o gellan gum como sistema de
entrega de fotossensibilizador na TFD. O produto entregue por este projeto se
encontra sob processo de patente e tem com objetivo a aplicacdo em clinicas médicas
e odontoldgicas, viabilizando melhor aplicacéo e execucao da terapia fotodinamica em
na cavidade bucal ou outras areas do corpo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Terapia Fotodinamica

Diante de relatos e documentos historicos verificou-se o uso empirico da
fototerapia para tratar doencas de pele em civilizagdes da China, Egito, Grécia e india
(Verger et al., 2021; Youf et al., 2021). Em Malaga, no século XIl, registros detalharam
a importancia da luz solar na fotossensibilizacdo de drogas. No inicio do século XX,
0s pesquisadores Oscar Raab e Hermann von Tappeiner demonstraram a morte do
protozodario Paramecium caudatum corado por acridina ap6s exposi¢ao a luz (Youf et
al., 2021). Em 1905, apesar de demonstrar resultados positivos no tratamento de
células cancerigenas da pele, a terapia fotodindmica ndo atraiu atencdo da
comunidade meédica. Somente em 1975, Thomas Dougherty e colaboradores
utilizaram o derivado da hematoporfirina (HpD) no tratamento de cancer de pele,
resultando na producdo e comercializacdo deste fotossensibilizador (Carobeli et al.,
2021; Kwiatkowski et al., 2018). Desde entdo, a terapia fotodinamica vem sendo
utilizada clinicamente para tratamento de determinados tipos de cancer oral e de pele,
e inativacdo de microrganismos, podendo ser considerada um procedimento
minimamente invasivo (Youf et al., 2021; Younis et al., 2021).

O mecanismo de acdo da TFD depende da interacdo entre oxigénio,
fotossensibilizador e fonte emissora de luz em comprimento de onda especifico. Apos
irradiacao, o fotossensibilizado se torna excitado e é capaz de interagir com oxigénio
ambiental ou enddgeno da célula, resultando na producédo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) por meio das reacfes do tipo | e Il (Chen et al., 2020). Ambos os
mecanismos tém inicio com a absor¢cdo de um féton pelo fotossensibilizador,
estimulando-o do estado fundamental (SO) para estado singleto excitado (S1). No
processo de decaimento, a molécula de fotossensibilizador excitada pode voltar ao
estado fundamental por conversdo interna resultando em fluorescéncia, ou por
cruzamento intersistema, transformando-se em uma molécula estavel no estado de
tripleto excitado (T1). Esta por sua vez pode retornar ao estado fundamental por

fosforescéncia ou interagir com moléculas de oxigénio pelos mecanismos do tipo | ou
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Il associados a terapia fotodindmica, devido a geracdo de espécies reativas de
oxigénio que interagem com estruturas celulares (Drzewiecka-Matuszek,Rutkowska-
Zbik, 2021; Lan et al., 2019; Wiench et al., 2021).

A reacdo do tipo | ocorre por meio da transferéncia de elétrons ou atomos de
hidrogénio do fotossensibilizador excitado para o oxigénio que resulta na formacao de
espécies reativas de oxigénio, tais como radical hidroxila, superéxido e peroxido de
hidrogénio (Junqueira et al., 2016; Tisoco et al., 2022). Estas espécies reativas sao
capazes de oxidar moléculas, como acidos nucleicos, lipoproteinas e albumina,
promovendo modificacdes estruturais de membranas e de materiais genéticos que
induzem o processo de morte celular (Carrera et al., 2016; Tisoco et al., 2022).
Especificamente, as membranas de composicao lipidica podem sofrer formacao de
poros e rupturas devido a peroxidacéo lipidica (Vera et al., 2021).

Por meio da transferéncia de energia do fotossensibilizador excitado para o
oxigénio, a reacdo do tipo Il gera oxigénio singleto (102) de elevada reatividade e
citotoxico (Li et al., 2021). E uma molécula capaz de afetar as atividades enzimaticas
envolvidas na glicélise e fermentacdo da célula alvo, além de modificar a porcéo
residual de aminoacidos essenciais (Vera et al., 2021). A reacdo do tipo Il é
dependente de elevada quantidade de oxigénio, dessa forma, o processo deve ocorrer
em microambientes com niveis de oxigénio normais, diferente do tipo | que € capaz
de gerar espécies reativas de oxigénio tanto em normédxia como hipoxia (Li et al., 2021;
Xiao et al., 2022).

De forma geral, ambas as reac6es podem desencadear mecanismos diretos
ou indiretos que séo capazes de desestabilizar o funcionamento ideal da célula alvo
(Hao et al., 2022; Verger et al., 2021). A acéo direta da terapia fotodinamica pode
induzir necrose e apoptose devido ao estresse oxidativo celular em reacdo as
espécies reativas de oxigénio. JA4 a acao indireta pode ser observada em tecidos
tumorais por danos relacionados a ativacdo da resposta imunolégica, mediadores
inflamatorios e reducao da vascularizacdo tumoral (Verger et al., 2021).

Para aplicacdo segura e eficaz da terapia fotodinamica, o fotossensibilizador
deve ser biocompativel para que seja facilmente degradado e eliminado pelo
organismo apdés o processo de fotoativacdo (Zhou et al., 2021). E necessario
apresentar minima toxicidade no escuro, acao citotoxica quando fotoativado por

comprimento de onda especifico e deve apresentar absorcdo dentro da janela
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terapéutica de aplicacéo (Carrera et al., 2016; Kwiatkowski et al., 2018). A fim de evitar
excessiva fotossensibilizacao pela luz solar, também se recomenda absorcéo minima
na faixa de 400 a 600 nm (Kwiatkowski et al., 2018).

A fotossensibilizacdo pode ser reduzida devido a capacidade de determinados
tecidos apresentarem cromoforos, como a oxihemoglobina, os quais absorvem de
forma enddgena a luz que estaria integralmente disponivel para o fotossensibilizador
(Verger et al., 2021). Dessa forma, além de maior pureza, os pesquisadores buscaram
desenvolver fotossensibilizadores com pico de absor¢do em comprimento de onda
acima de 600 nm e na regido do infravermelho proximo (NIR), caracteristica a qual é
compativel com penetracdo da luz em tecidos de maior profundidade e em
comprimento de onda diferente de cromoéforos presentes no organismo (Dereje et al.,
2022; Tardivo et al., 2005). Em busca destas caracteristicas, foram desenvolvidos os
fotossensibilizadores de segunda geracdo acido 5-aminolevulinico, ftalocianinas,
clorinas e fenotiazinas (Carrera et al., 2016; Verger et al., 2021).

O grupo das fenotiazinas, como azul de metileno e azul de toluidina (TBO),
apresenta estrutura molecular fundamental composta de anel aromético triciclico e
heteroatomos de nitrogénio e enxofre, além de carga molecular catiénica (Vara et al.,
2019). O azul de metileno foi inicialmente utilizado como corante histologico,
posteriormente demonstrou resultados positivos na TFD em tumores e mais
recentemente na fotoinativacdo de bactérias, leveduras e protozoarios (Figueiredo-
Godoi et al., 2019; Pinto et al., 2017; Tardivo et al., 2005; Varzandeh et al., 2021).

O azul de metileno pode estar presente na forma de monémero ou dimero e
apresenta absor¢cao em comprimento de onda na faixa de 550 a 700 nm, sendo que 0
mondmero tem absorcdo maxima de 664 nm e o dimero proximo de 590 nm (Tardivo
et al., 2005). O arranjo do azul de metileno influencia diretamente no mecanismo
fotoquimico e seus respectivos produtos. O mondémero produz oxigénio singleto pelo
mecanismo do tipo I, j& o dimero, resulta na reagdo do tipo I, gerando superéxidos
(Junqueira et al., 2016). Na terapia fotodinamica antimicrobiana, o mecanismo do tipo
Il apresenta maior eficacia na erradicacdo microbiana devido ao oxigénio singleto
atuar sob estruturas como DNA, proteinas e lipideos, gerando estresse oxidativo (Yan
et al., 2023).

A concentracdo do azul de metileno também é um fator importante, sendo

relatado que concentracfes elevadas podem prejudicar a acao fotodinamica. Esse
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fendbmeno € conhecido como escudo 6ptico, pois solucdes de azul de metileno muito
concentradas podem impedir a passagem adequada de luz, reduzindo a eficiéncia da
terapia (Garcez et al., 2016).

O azul de metileno € comumente utilizado na clinica odontolégica como
fotossensibilizador na terapia fotodindmica para tratamentos em endodontia,
periodontia e estomatologia. No entanto, sua formulacdo aquosa reduz a retencao e
imobilizagao do fotossensibilizador no local de aplicacéo, como por exemplo no palato,
podendo resultar em reducdo da eficacia da terapia fotodinAmica antimicrobiana
(Jungueira et al., 2016).

Atualmente, os fotossensibilizadores em desenvolvimento tém como objetivo
melhorar a seletividade e entrega do composto até o sitio alvo por meio da conjugacéo
com moléculas e estruturas carreadoras, como peptideos, lipoproteinas, polimeros e
nanoparticulas (Mokwena et al., 2018), formando diferentes sistemas de entrega de

fotossensibilizadores.

2.2 Sistemas de entrega de fotossensibilizadores

Sistemas de entrega de fotossensibilizadores (Drug delivery systems) séo
desenvolvidos com a finalidade de potencializar a agéo fotodinamica ou como
estratégia terapéutica quanto a forma de administracao do fotossensibilizador (Zhou
et al., 2021). Os sistemas de entrega variam conforme a composicdo, estrutura
dimensional e caracteristicas fisico-quimicas, podendo ser de origem organica ou
inorganica (Silvestre et al., 2021).

Os hidrogéis sdo polimeros considerados materiais promissores para
sistemas de entrega devido a sua capacidade de carreamento, encapsulamento e
protecdo de substancias, além de caracteristicas como biocompatibilidade,
biodegradacéao, auséncia de toxicidade e baixo custo (de Camargo Ribeiro et al., 2020;
Silvestre et al., 2021; Yoneda et al., 2021). Hidrogéis sdo malhas tridimensionais
compostas, aproximadamente, de 99% de agua e 0,1 a 2% de cadeias poliméricas
reticuladas de origem natural ou sintética (Silvestre et al., 2021). Assim, a por¢ao
polimérica pode ser de origem vegetal no caso da goma acéacia, animal como a

quitosana, microbiana no caso da goma xantana e gelana, e de algas marinhas como
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o alginato (Das, Giri, 2020).

Entre os hidrogéis, a goma gelana (do inglés gellan gum) é um
exopolissacarideo de elevado peso molecular produzido pela bactéria Sphingomonas
elodea e suas propriedades de gelificacdo dependem da adicdo de cétions
monovalente ou divalentes, como magnésio ou calcio. O gellan gum tem aprovacao
pela Food and Drug Administration (FDA), sendo amplamente utilizado na industria
alimenticia como aditivo alimentar e em pesquisas de formulagfes farmacéuticas para
0 encapsulamento de drogas, células e microrganismos (de Camargo Ribeiro et al.,
2020; Das, Giri, 2020; Osmatek et al., 2014). Devido a reticulacdo das cadeias
poliméricas dos hidrogéis, estes sistemas tém como caracteristica a absorcédo de
grandes quantidades de &gua na composicdo, caracteristica a qual favorece a
liberacdo rapida de compostos encapsulados (Frade et al., 2018; Lin, Metters, 2006).
Além da estabilidade em ampla faixa de pH entre 3 e 13, o gellan gum mantém seu
estado de gelificacdo em temperaturas elevadas (Das, Giri, 2020; Villarreal-Otalvaro,
Coburn, 2021).

Como citado anteriormente, a goma gelana € um exopolissacarideo aniénico
produzido via fermentacdo aerdbia pela bactéria S. elodea, cuja composicdo do
polimero consiste em configuracdo linear com repeticbes do tetrassacarideo
composto por «-L-ramnose, B-D-glucose e B-D-acido glucurdnico, na proporgdo 1:2:1.
Sua estrutura pode ser de baixo teor acila (low acyl) ou alto teor acila (high acyl),
atributo o qual varia conforme composi¢cdo de subunidade na sua estrutura e que
interfere diretamente nas caracteristicas fisico-quimicas do material (Lorenzo et al.,
2013; Osmatek et al., 2014).

A forma nativa do gellan gum contém grupos acetato e glicerato ligados ao
primeiro monossacarideo 3-D-glucose da cadeia, conformando o polimero acetilado,
ou de elevado teor acila. Estes grupos conferem ao gellan gum de alto acila
elasticidade. O gellan gum de baixo acila é produzido a partir do acetilado em
condi¢cbes alcalinas e em elevada temperatura, promovendo a desacetilagdo do
polissacarideo e resultando em polimero rigido e com maior termoestabilidade,
caracteristicas que tornam a forma desacetilada mais utilizada e atrativa para
pesquisas (Muthukumar et al., 2019; Villarreal-Otalvaro, Coburn, 2021).

A gelificacdo do gellan gum decorre da conformacédo das cadeias poliméricas

na forma de dupla hélice em sentido anti-horario que por meio da adicéo de cations,
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reduz a repulséo entre as cadeias e promove zonas de juncdo. Os cations atuam como
cross-linker no processo de reticulacdo do hidrogel, podendo ser monovalentes, como
K*, Li* e Na*, divalentes como Ca?* e Mg?* ou trivalentes como Al** (Oliveira Cardoso
et al., 2017; Villarreal-Otalvaro, Coburn, 2021).

2.3 Candida albicans e candidose bucal

A Organizacdo Mundial da Saude listou patégenos conforme a urgéncia de
desenvolvimento de novos antimicrobianos tendo em vista o aumento de notificacbes
de cepas multirresistentes. Dentre os microrganismos de prioridade critica, pode-se
citar a bactéria Gram-negativa Acinetobacter baumannii resistente a carbapenens e
na categoria de elevada prioridade esta a bactéria Gram-positiva Staphylococcus
aureus resistente a meticilina ou de intermediaria susceptibilidade a vancomicina
(Escola-Vergé et al., 2020). Além das bactérias, fungos também tém apresentado
carater de resisténcia aos principais antifungicos. Vale destacar a espécie C. albicans
como importante patdgeno de infeccbes em unidades de tratamento intensivo e
Candida auris, como uma espécie emergente, sendo ambas de carater oportunista
(Costa-de-Oliveira, Rodrigues, 2020; Keighley et al., 2021). Diante desta urgéncia,
busca-se métodos alternativos e complementares aos farmacos convencionais, sendo
uma delas a terapia fotodinamica antimicrobiana.

Bactérias Gram-positivas apresentam maior susceptibilidade a inativacao
fotodindmica devido a composicdo simples da parede celular de peptideoglicano
permitir maior porosidade aos fotossensibilizadores e espécies reativas de oxigénio
quando comparado com bactérias Gram-negativas, que apresentam
lipopolissacarideos que conferem carga negativa no entorno da bactéria e reduzem a
permeabilidade de compostos (Carrera et al., 2016; Hou et al., 2022). Além da
composicao celular, algumas espécies de microrganismos, como C. albicans, séo
capazes de se organizarem sob a forma de biofilme, aumentando a resisténcia aos
farmacos quando comparadas a forma plancténica (Cieplik et al., 2014).

Os biofilmes sé@o definidos como agregados de microrganismos aderidos a

uma superficie bidtica ou abibtica, capazes de desenvolver um microambiente
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propicio para proliferacdo da comunidade. O estabelecimento de um biofilme tem
inicio com a adesdo reversivel de células planctonicas a uma superficie.
Posteriormente, mediado por estruturas adesivas, a adesdo na superficie se torna
irreversivel e é dado inicio ao processo de divisdo celular e producdo de matriz
extracelular, que consequentemente facilita a adesdo e crescimento tridimensional
desta populacéo até que ocorra a dispersao das células (Dufour et al., 2010; Sauer et
al., 2022)

Os biofilmes podem ser monoespécies ou polimicrobianos, sendo este ultimo
mais comum na natureza. A heterogeneidade dos microrganismos é tolerada por meio
de relacdes sinérgicas entre os componentes do biofilme, que favorecem a
proliferacdo de ambas as espécies e aumenta a resisténcia ao sistema imunologico
(Dufour et al., 2010) Além disso, o desenvolvimento do biofilme pode ser coordenado
por meio de moléculas sinalizadoras secretadas pelos microrganismos, que sao
capazes de aumentar ou reduzir a expressao de genes alvo, mecanismo denominado
qguorum sensing (Alkatheri et al., 2022).

C. albicans é um fungo de grande interesse na odontologia devido a sua
capacidade de organizacdo em biofilmes monoespécie ou polimicrobianos, que
podem potencializar os fatores de viruléncia do fungo na cavidade bucal (Satala et al.,
2022). E um fungo comensal, isto é, capaz de colonizar mucosas de individuos
saudaveis, sendo seu crescimento controlado pelo sistema imunol6gico. No entanto,
diante de condi¢cBes favoraveis, torna-se oportunista e pode resultar em infeccao,
desenvolvendo a candidose bucal (Patel, 2022). A transicdo da forma comensal para
a patogénica é multifatorial e envolve as caracteristicas do sistema imunoldgico do
hospedeiro, tipos de dieta e fatores de viruléncia do fungo. Alteragbes do ambiente
oral sdo facilmente detectadas pelo fungo, promovendo alteragcbes morfoldgicas na
célula, que passam de blastoconidios para as formas de hifa ou pseudohifa (Lu, 2021).

A patogenicidade da C. albicans tem inicio com a fixacao do fungo nas células
epiteliais do hospedeiro por meio das adesinas ALS2 e ALS3 da familia das adesinas
Agglutinin-Like Sequence (Rodriguez-Cerdeira et al., 2020). A proteina Hwp1 (Hyphal
wall protein 1) presente na parede celular das hifas também é considerada um fator
de viruléncia que favorece a adesao do fungo no epitélio do hospedeiro, sendo sua
expressdo aumentada durante o processo de infeccdo oral (Patel, 2022). A
penetracdo do fungo através da camada epitelial € viavel devido a acdo de enzimas
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hidroliticas como a familia das lipases (LIP 1-10), fosfolipase B1 (Plbl) e protease
aspartica (Secretory Aspartic Proteinases - Sap) (Sap 1-10), além da toxina citolitica
candidalisina (Gao et al., 2021, Patel, 2022; Rodriguez-Cerdeira et al., 2020). As Saps
séo consideradas fatores de viruléncia determinantes na patogenicidade de C.
albicans, visto que atuam diretamente no processo de adeséao e invasao tecidual, além
de promover a evasao do sistema imunolégico por meio da degradacéo de anticorpos,
citocinas e componentes do complemento, além de estruturas teciduais como
queratina e colageno (Monika et al., 2017; Rodriguez-Cerdeira et al., 2020).

O diagndstico da candidose oral é feito através da avaliacdo das lesdes
presentes no dorso da lingua, palato, faringe e mucosa bucal. A candidose oral se
apresenta clinicamente sob a forma primaria, quando as lesGes se encontram
localizadas, ou secundéaria quando estdo generalizadas (Talapko et al., 2021). A
candidose pseudomembranosa é, em sua maioria, assintomatica e se apresenta por
placas esbranquicadas de facil remocéo nos palatos duro e mole, lingua, mucosa e
orofaringe (Lewis, Williams, 2017; Millsop, Fazel, 2016; Talapko et al., 2021). Sua
condicdo clinica esta associada ao uso de antibiticos e medicamentos
imunossupressores e € um achado clinico comum em neonatos e imunodeficientes,
como pacientes portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (Lewis,
Williams, 2017).

Outra forma comum de candidose é a eritematosa, caracterizada por lesées
avermelhadas, podendo ser aguda ou crénica. A forma aguda esta associada ao uso
de antibioticos que promovem desequilibrio na comunidade microbiana da boca e
facilitam a proliferacdo da Candida. Ja a forma eritematosa cronica é comum em
pacientes que fazem uso de préteses, podendo se apresentar por lesdes
avermelhadas, edemaciadas e restritas a area do dispositivo oral (Millsop, Fazel,
2016).

O tratamento da candidose oral se baseia na administracdo de antifingicos
topicos ou sistémicos, sendo este ultimo utilizado em casos com potencial de
disseminacao. Ha trés classes terapéuticas indicadas e disponiveis no mercado para
o tratamento da candidose, sendo elas os polienos, azois e equinocandinas (Anuta et
al., 2022). A classe dos polienos, que inclui a anfotericina B e nistatina, tem como alvo
o ergosterol, resultando na formacéo de poros e alteracao da permeabilidade celular
(Millsop, Fazel, 2016). A nistatina € utilizada em candidose de paciente com lesdes
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localizadas de forma tépica devido a baixa absor¢cédo gastrointestinal do farmaco (Lu,
2021). A anfotericina B também € uma opcao da classe dos polienos, podendo ser
utilizada de forma topica ou sistémica via intravenosa, no entanto, devido aos efeitos
nefrotoxicos e baixa biodisponibilidade, ndo € mais considerada a escolha terapéutica
primaria para os casos de risco sistémico (Logan et al., 2022; Millsop, Fazel, 2016).

Exemplificando a classe dos azois tém-se o0 miconazol, fluconazol, itraconazol
e voriconazol, cujo mecanismo de acao se baseia na inibicao da sintese do ergosterol
por meio da inibigdo da enzima lanosterol 14a-desmetilase alterando a morfologia da
célula e inibindo o crescimento flngico (Anuta et al., 2022). Devido a acéo fungistatica,
0s azois foram utilizados como profilaticos, contribuindo com o desenvolvimento de
resisténcia a esta classe. Dentre os mecanismos de resisténcia, pode-se citar a
ativacdo de bombas de efluxo via expressdao dos genes MDR e CDR capazes de
reduzir a concentracdo do farmaco no meio intracelular, e 0 aumento na expressao
dos genes ERG3 e ERGL11, que atuam na sintese do ergosterol (Tortorano et al.,
2021a; Zhou et al., 2018)

A classe das equinocandinas, representada pela caspofungina,
anidulafungina e micafungina, atua via inibicdo da enzima (1,3)-B-D-glucano sintase,
responsavel pelo componente 3(1,3)-glucano, essencial para integridade da parede
celular. A enzima é codificada pelos genes FKS1 e FKS2, que sao alvo dos farmacos,
dessa forma, como mecanismo de resisténcia, determinadas cepas sao capazes de
mutacao nos genes FKS e passiveis de producédo de componentes celulares que nao
a glucana, como por exemplo a quitina (Anuta et al., 2022; Tortorano et al., 2021b).

Diante dos mecanismos de resisténcia apresentados e a notificacdo crescente
de cepas resistentes aos tratamentos convencionais disponiveis, torna-se necessario
o desenvolvimento de terapias alternativas e/ou complementares que visem a reducao
da carga fungica em casos de candidose oral. Dessa forma, nesse trabalho foi
proposto investigar a acdo da terapia fotodindmica antimicrobiana, utilizando-se um
sistema carreador de azul de metileno de goma gelana, sobre C. albicans em
crescimento planctonico e biofilme, a fim de beneficiar a aplicagéo clinica da terapia

fotodindmica antimicrobiana.



25

3 PROPOSICAO

3.1 Objetivos gerais

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver um sistema carreador de azul
de metileno em gellan gum e avaliar os efeitos na terapia fotodinamica antimicrobiana

contra Candida albicans.

3.2 Objetivos especificos

Os obijetivos especificos do trabalho foram:

- Incorporar o azul de metileno em diferentes concentracdes de gellan gum e
estagios de gelificacdo e avaliar a capacidade de liberacdo desse fotossensibilizador
em funcao do tempo;

- Caracterizar o sistema carreador em gellan gum em relacdo as propriedades
fotodinamicas por meio da avaliacdo da formacéo de escudo Optico e espectroscopia
de absorcao no UV-visivel,

- Avaliar os efeitos do sistema carreador do azul de metileno em gellan gum

na terapia fotodinamica contra C. albicans em culturas plancténica e biofilme.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Preparo da solucao de azul de metileno (AM)

O azul de metileno em p6 (M9140, Sigma Aldrich) foi preparado em agua
destilada na concentragdo de 1250 pM. Posteriormente, a solucéo foi filtrada em
membrana filtrante estéril com poros de tamanho 0,22 ym e armazenada em local

escuro até o momento do uso.

4.2 Incorporacao do azul de metileno no hidrogel de gellan gum

O pé de gellan gum (Gelzan™CM, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Estados
Unidos) foi pesado em balanca de precisdo na concentracdo desejada, conforme
descrito no Quadro 1. Posteriormente, foi acrescido o valor fixo de 45 mL de agua
destilada, seguido de agitacdo e breve aquecimento em micro-ondas sem deixar a
mistura ferver. Com a solucéo em aspecto homogéneo, o material foi autoclavado em
temperatura de 120°C por 15 minutos.

Para a incorporacdo do fotossensibilizador no gellan gum foi utilizado o
volume fixo de 2 mL para cada concentracdo de azul de metileno a ser testada no
estudo. Na auséncia de luz, esse volume da solucdo de azul de metileno foi transferido
para tubo tipo conico contendo o hidrogel autoclavado e vortexado pelo tempo de 1
min.

Apbs a incorporacao do azul de metileno, foi realizada a adicédo do cloreto de
calcio (CaClz2) em concentracdo padronizada de 1 mM e volume fixo de 3 mL com a
finalidade de gelificar a solugdo. Por fim, o material preparado foi armazenado em

temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
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Quadro 1 - Preparo do sistema carreador de azul de metileno utilizando-se gellan gum

em diferentes concentracdes de gelificacédo

Concentracao do gellan gum
Componentes
1,0% 0,6%
Agua destilada (mL) 45 45
P06 de gellan gum (mg) 500 300
Cloreto de calcio (1uM) (mL) 3 3
Azul de metileno em diferentes concentragdes (mL) 2 2

Fonte: Adaptado de Ribeiro et al. (2020)

4.3 Teste de liberacdo do azul de metileno

Inicialmente, foi determinada a curva padrao espectrofotométrica do azul de
metileno. Para isso, foram preparadas solucdes desse fotossensibilizador em
concentragbes entre 0,7 uyM e 50 uM, cujos valores de absorbéancia foram
determinados em comprimento de onda de 660 nm no leitor de microplaca
equipamento Epoch (BioTek - Agilent, Santa Clara, Califérnia, Estados Unidos). A
equacao da reta foi gerada pelo programa Microsoft Excel e o grafico plotado no
software GraphPad Prism 5.0.

Para o teste de liberagdo do azul de metileno do hidrogel de gellan gum, o
método de imerséo total foi adotado com modificacBes do trabalho de Suhail et al.
(2022). Amostras de 1 mL dos hidrogéis foram transferidas para béqueres contendo
10 mL de &gua destilada, seguido de incubacdo em temperatura de 37°C sob agitacédo
de 100 rpm no escuro. Em tempos pré-definidos, foram coletadas aliquotas de 2 mL
para leitura em espectrofotobmetro Epoch (BioTek - Agilent, Santa Clara, Califérnia,
Estados Unidos) em comprimento de onda de 664 nm. O volume retirado do sistema
foi substituido com agua destilada ap0s cada leitura e as concentracdes foram
determinadas conforme a equacédo da reta do fotossensibilizador. A leitura de
liberacdo foi de 25 minutos com intervalos de 1 minuto para construcdo grafica. O

experimento foi realizado em triplicata (n=3) para cada hidrogel teste e o resultado foi
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dado por média aritmética.

4.4 Caracterizagcdo do sistema carreador de azul de metileno em gellan gum de

acordo com as propriedades fotodinamicas

4.4.1 Espectroscopia de absor¢cédo na regido UV-Visivel

A fim de caracterizar cada hidrogel quanto ao espectro de absorcdo e
determinar o comprimento de onda em que a absorcdo é méaxima, foi utilizada a
espectroscopia que abrange da regido ultravioleta ao visivel. Foram analisadas
amostras de agua destilada, azul de metileno aquoso (50 uM), hidrogel de 0,6% e
1,0% (m/v) contendo agua destilada e hidrogel de 0,6% e 1,0% (m/v) contendo azul
de metileno (50 pM). A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro Epoch (BioTek -
Agilent, Santa Clara, Califérnia, Estados Unidos) em placa de 96 pocos de fundo plano
para analise na regidao do UV-visivel, com inicio no comprimento de 200 nm até 900
nm, com intervalo de leitura de 1 nm. Os resultados foram gerados por meio do

software Gen5 (BioTek - Agilent, Santa Clara, Califérnia, Estados Unidos).

4.4.2 Teste do escudo 6ptico

O teste do escudo Optico consistiu na avaliacdo da passagem de luz nos
hidrogéis de gellan gum nas concentracdes 0,6% (m/v) e 1,0% (m/v) contendo o azul
de metileno.

Os hidrogéis de gellan gum contendo azul de metileno foram transferidos para
cubeta de quartzo com quatro faces polidas e largura interna de 10 mm (Kasvi, Sao
Paulo, Brasil) focalizadas diante de uma camera digital (EOS Rebel T6, Canon).
Posteriormente, uma ponteira laser (KP-8008, Knup, Bom Retiro, S&o Paulo, Brasil)

foi colocada frente a cubeta e as imagens, captadas perpendicularmente, avaliadas
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no software ImageJ (National Institute of Health, EUA) em escala de cinza, sendo os

valores obtidos por pixel plotados em grafico de escala de cinza por distancia (cm).

4.5 Efeitos do sistema carreador de azul de metileno em gellan gum na terapia

fotodinamica antimicrobiana contra C. albicans

4.5.1 Ativacdo dos microrganismos

No presente estudo, foi utilizada cepa padrao de C. albicans (ATCC 18804)
mantida em estoques congelados em caldo BHI com 20% de glicerol em freezer a -
80°C, no Laboratério de Microbiologia e Imunologia Bucal do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Sao José dos Campos / UNESP. Para ativacdo da cepa, apoés
descongelamento, uma alcada foi plaqueada em agar Sabouraud Dextrose (Kasvi,
Séo José dos Pinhais, Parana, Brasil), seguido de incubacao a 37°C por 48 horas em

estufa.

45.2 Fonte de luz

A fonte de luz utilizada foi o equipamento Irrad-Led (Biopdi, Sdo Carlos, SP,
Brasil) composto por 48 LEDs emissores de comprimento de onda em 660 nm
(vermelho visivel), com poténcia individual de 3 W por LED. A area interna de
irradiacdo apresenta 16 cm de largura e 11 cm de profundidade. Os parametros de
irradiacdo foram ajustados conforme o trabalho de Lapena et al. (2022). As
configuracdes de irradiacdo foram ajustadas para densidade de energia de 30,56

J/cm?, densidade de poténcia de 42,8 mW/cmz2 e tempo de 714 segundos.
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4.5.3 Grupos experimentais

Os grupos experimentais para 0 estudo da terapia fotodinamica

antimicrobiana em cultura plancténica e biofilme estédo descritos na Figura 1.

Figura 1 - Fluxograma e distribuicdo dos grupos experimentais para os testes in vitro

de C. albicans em culturas plancténicas e biofilmes

Efeitos do sistema carreador de azul
de metileno em gellan gum na terapia
fotodinamica antimicrobiana
UFC/mL

TFDa
Biofilme
(n=5)
Nao Irradiado Irradiado

GG GG
PBS GG 0,6% GG 1,0% AM 50uM
( > ( PBS PBS 0,6% AM 1,0% AM

Legenda: PBS (grupo controle); GG 0,6% PBS (gellan gum 0,6% contendo PBS); GG 1,0% PBS (gellan
gum 1,0% contendo PBS); AM (azul de metileno aquoso em concentracao 50 uM); GG 0,6% AM (gellan
gum 0,6% contendo azul de metileno); GG 1,0% AM (gellan gum 1,0% contendo azul de metileno).
Fonte: Elaborado pelo autor.

TFDa
Cultura
planctonica

4.5.4 Terapia fotodindmica em células planctdnicas de C. albicans

Apos ativagdo do microrganismo em agar Sabouraud, colbnias de C. albicans
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foram coletadas e suspensas em solucdo PBS. A seguir, foi realizada a contagem e
padronizacdo do numero de células na suspenséo, utilizando-se Camara de Neubauer
espelhada (Laboroptik GmbH, Alemanha). A concentracao final da suspenséo de C.
albicans estabelecida foi 102 células/mL.

A fotossensibilizac&do da cultura plancténica de cada suspenséao foi realizada
em placa de 96 pocos e os ensaios divididos conforme grupos experimentais
apresentados na Figura 1, sendo que em cada poc¢o foi adicionado 100 pL da
suspensao padronizada e 100 pL da solugéo respectiva ao grupo experimental. Apos
preparo da placa, estas foram envoltas em papel aluminio para evitar exposicao a luz.

As placas permaneceram no escuro sob agitacdo por 15 minutos (pré-
irradiagao) e em seguida foram irradiadas conforme descrito anteriormente.

Apbs irradiacdo, o conteudo dos pocos foi diluido na proporcéo de 1:10 em
microplacas de diluicdo (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Parana, Brasil) contendo
solucéo salina tamponada com fosfato (PBS). Cada diluicdo foi plagueada pela técnica
da gota em quadruplicada em agar Sabouraud Dextrose e incubada por 24 horas a
37°C. Apo6s o tempo de incubagéo, realizou-se a contagem e o nimero de unidades

formadoras de col6nia foi determinado em UFC/mL.

4.5.5 Terapia fotodindmica em biofilme

Ap0s ativacdo do microrganismo, colonias foram coletadas do agar Sabouraud
Dextrose e transferidas para tubo tipo conico contendo caldo Yeast Nitrogen Base
(YNB - BD Difco, Sdo Paulo, Brasil) acrescido de 5% de sacarose, seguido de
incubacdo por 24 horas a 37°C em rotacdo de 75 rpm. Passado o periodo de
incubacéo, a suspenséo foi centrifugada a 5000 rpm por 10 min, o sobrenadante foi
desprezado e o sedimento ressuspenso em 10 mL de PBS esterilizado. Este
procedimento foi realizado duas vezes. Ao desprezar o conteudo da Ultima
centrifugacéo, o sedimento foi ressuspenso em caldo YNB acrescido de sacarose a
5%. Conforme o trabalho de dos Santos et al. (2020), a suspensdao foi padronizada
em 107 células/mL com auxilio da Camara de Neubauer e distribuida em placa de 96

pocos de fundo chato. As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C sob agitacédo
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de 75 rpm. Apos periodo de incubacéo, o conteudo dos pocos foi aspirado e 0s pocos
lavados duas vezes com PBS estéril.

Foram adicionados aos pogos 200 uL de PBS, gellan gum 0,6% (m/v) com PBS,
gellan gum 1,0% (m/v) com PBS, azul de metileno aquoso (50 uM), gellan gum 0,6%
(m/v) com azul de metileno ou gellan gum 1,0% (m/v) com azul de metileno, conforme
0 grupo experimental. As placas foram envoltas em papel aluminio e colocadas em
agitador orbital por 15 minutos (pré-irradiacdo), seguido de irradiacdo conforme
parametros descritos anteriormente.

Ao final do tratamento, os biofilmes foram desprendidos da placa com auxilio
de homogeneizador ultrassénico com poténcia de 7 W por 30 segundos. O conteudo
dos pocos foi diluido na propor¢cdo de 1:10 em microplacas de diluicdo contendo
solucdo PBS. Cada diluicdo foi plagueada pela técnica da gota (Figura 2) em
quadruplicada em agar Sabouraud Dextrose e incubada por 24 horas a 37°C. ApOs 0
tempo de incubacéo, realizou-se a contagem e o numero de unidades formadoras de

coldnia foi determinado em UFC/mL.

Figura 2 - Imagem ilustrativa do plagueamento pela técnica da gota para contagem de
UFC/mL de C. albicans

Legenda: Placa de Petri com agar Sabouraud Dextrose, contendo gotas com as diluic6es do biofilme
para contagem de UFC/mL. Primeira coluna é a diluicdo -2, segunda é a diluicdo -3, terceira é a diluicdo
-4, quarta é a diluicdo -5 e a ultima é a diluigdo -6.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.6 Andlise estatistica

Os resultados obtidos da contagem de UFC/mL em culturas planctnicas e
biofilmes foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) e pds teste de Tukey
com nivel de significancia de 5%. O programa GraphPad Prism 5.0 foi utilizado para
elaboracao dos gréficos e realizacdo das comparacdes estatisticas, considerando-se
nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Teste de liberacédo do azul de metileno

Para realizacdo do teste de liberacdo do azul de metileno do gellan gum,
inicialmente foi necessario determinar a curva padréo espectrofotométrica do azul de
metileno em solugéo aquosa. O resultado da curva padréo espectrofotométrica do azul
de metileno aquoso obtida esta representada na Figura 3.

Figura 3 - Grafico da curva padrao espectrofotométrica do azul de metileno em solugéo

aquosa
1.0-
R
C 0.8-
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w -
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— 0.6
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£ | y =0,0171x + 0,0921
E 0.24 Rz =0,9982
=
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Concentracgao (uM)

Legenda: Gréfico da curva padréo do azul de metileno, sendo a concentracéo do azul de metileno em
micromolar (UM) no eixo X e a respectiva absorbancia em 660 nm no eixo Y.

Fonte: Elaborado pela autora.

A curva padréo do azul de metileno teve como equacgao da reta a seguinte

formula:

y =0,0171x + 0,0921

Onde “y” corresponde a absorbancia e “x” se refere a concentracdo do azul
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de metileno em “uM”. O valor do coeficiente de determinacéo da regressao (R?) foi de
0,9982.

A sequir, foi determinada a taxa de liberacdo do azul de metileno incorporado
ao gellan gum. O gréfico de liberagcdo do AM do gellan em funcéo do tempo (Figura
4) foi determinado com base na curva padrdo do fotossensibilizador que permitiu
calcular as concentracfes liberadas do azul de metileno pelos hidrogéis de 0,6% e

1,0% (m/v) de gellan gum no meio reacional durante o intervalo de 0 a 25 minutos.

Figura 4 — Grafico da porcentagem de liberacdo do azul de metileno dos hidrogéis de

0,6% e 1,0% (m/v) em fung&o do tempo em minutos
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Legenda: Gellan gum 0,6% (m/v) contendo azul de metileno (GG 1,0%); Gellan gum 1,0% (m/v)
contendo azul de metileno (GG 1,0%).

Fonte: Elaborado pela autora.

Apoés avaliagdo em triplicata, observou-se liberagdo mais rapida para o
hidrogel de 0,6% (m/v), atingindo 100% de liberacdo no tempo de 10 min. Para o
mesmo periodo experimental, o hidrogel de 1,0% (m/v) resultou em menor liberagéo,
com cerca de 80% do total, além de demandar maior tempo de exposi¢cdo ao meio

reacional para obter esta liberacdo. Estes resultados indicaram que quanto maior a
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concentracdo do gellan na relacdo massa/volume (m/v), maior foi a retencdo do

fotossensibilizador e, consequentemente, mais prolongada foi a liberacdo do AM.

5.2 Espectroscopia de absorcédo na regido UV-Visivel

Para avaliar o espectro de absorcao do azul de metleno quando incorporado
ao gellan gum, foi realizada a analise de espectroscopia de absorcao na regidao UV-
Visivel. A Figura 5 apresenta a leitura de absorbancia na regido do UV-Visivel (200 a
900 nm) das amostras de agua destilada, gellan gum (GG) nas concentracdes de 0,6%
e 1,0% com agua destilada, gellan gum (GG) nas concentracdes de 0,6% e 1,0% e
acrescidos de azul de metileno com concentracéo final de 50 pM, e azul de metileno
em solugcédo aquosa na concentracao final de 50 uM.

Figura 5 - Gréafico da espectroscopia na regiao do UV-Visivel (200 a 900 nm) do azul
de metileno em solucdo aquosa e incorporado ao gellan gum
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Legenda: Hidrogel de gellan gum em 0,6% (m/v) (GG 0,6%); Hidrogel de gellan gum em 1,0% (m/v)(GG
1,0%). No eixo Y consta a densidade Optica (OD — Optical density) referente a absorcéo da luz pelas
substancias testadas. No eixo X consta o comprimento de onda em nanometros da luz emitida pelo
equipamento no processo de varredura.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Na Figura 5, pode-se observar que o hidrogel de gellan gum de 0,6% e 1,0%
apresentaram pico de absor¢cdo em comprimento de onda proximo de 250 nm. Ja os
grupos com azul de metileno aquoso ou incorporado ao gellan gum tiveram picos de
absorcado préximos de 300 nm e picos mais fortes de absorcéo entre 600 e 700 nm.

Para facilitar a visualizacdo dos picos de absorcdo dos grupos com azul de
metileno, foi elaborado um grafico com regido de leitura entre 400 e 800 nm (Figura
6). Nessa figura 6, foi possivel verificar que o azul de metileno aquoso apresentou
duas bandas fortes de absor¢céo em 600 e 660 nm, sendo este o0 pico de absorgéo do
AM ja conhecido. A adicdo do azul de metileno nos hidrogéis de gellan gum de 0,6%
e 1,0% nao interferiu no pico de absorcao do fotossensibilizador, que se manteve em
660 nm.

Figura 6 - Grafico da espectroscopia na regido do UV-Visivel
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Legenda: Hidrogel de gellan gum em 0,6% (m/v) (GG 0,6%); Hidrogel de gellan gum em 1,0% (m/v)(GG
1,0%). No eixo Y consta a densidade Optica (OD — Optical density) referente a absorcéo da luz pelas
substancias testadas. No eixo X consta o comprimento de onda em nanometros da luz emitida pelo
equipamento no processo de varredura.

Fonte: Elaborado pela autora.
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O grafico de espectroscopia indica visualmente maior proporcdo do azul de
metileno sob forma agregada de monémero (A = 660 nm) quando comparado com o
dimero (A = 610 nm), tanto na forma aquosa do fotossensibilizador quanto nos
hidrogéis de 0,6% e 1,0%.

5.3 Escudo optico

A fim de verificar se o gellan gum poderia interferir na passagem da luz, foi
realizado o teste de escudo 6ptico. Verificou-se que a passagem do feixe de laser pelo
percurso Optico de 1 cm foi bem-sucedida para as formulagbes de azul de metileno
em concentracdes de 0,6 e 1% de gellan gum, de modo semelhante a solucdo aquosa
de azul de metileno. Esses resultados foram obtidos por andlise visual (Figura 7) e

analise quantitativa por representacao gréafica (Figura 8).

Figura 7 — Teste do escudo Optico para analise da passagem de luz nas formulacdes

de azul de metileno em gellan gum e em solucdo aquosa

Legenda: (A) Azul de metileno aquoso (50 uM); (B) Hidrogel de gellan gum em 0,6% (m/v) contendo
azul de metileno; (C) Hidrogel de gellan gum em 1,0% (m/v).

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 8 — Graficos em escala de cinza (eixo Y) pela distancia em cm (eixo X) do azul

de metileno em solucdo aquosa (A) e em formulagbes de gellan a 0,6% (B) e 1% (C).
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Legenda: (A) Azul de metileno aquoso (50 uM); (B) Hidrogel de gellan gum em 0,6% (m/v) contendo
azul de metileno; (C) Hidrogel de gellan gum em 1,0% (m/v). Grafico em escala de cinza com valor de
cinza por pixel “Gray value” (eixo Y) e distancia em “cm” (eixo X).

Fonte: Elaborado pela autora.
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Na Figura 8, verifica-se que a intensidade da luz por pixel € proporcional ao
valor na escala de cinza. Em ambos os meios se verificou a queda do valor de cinza
conforme o percurso do feixe de luz na cubeta. O azul de metileno na forma aquosa
(Figura 8A) demonstrou maior homogeneidade no percurso Optico, quando
comparado aos hidrogéis de 0,6% (m/v) (Figura 8B) e 1,0% (m/v) (Figura 8C).
Coincidentemente, os picos observados nos gréaficos dos hidrogéis séo respectivos as
bolhas presentes no momento da andlise, resultando em uma plotagem irregular. Ao
final dos gréficos nota-se elevacgédo do valor de cinza, sendo este ocorrido coincidente
com a area do final da cubeta que refletiu a luz ao final do percurso. Apesar destas
pequenas variacdes, o0s trés meios permitiram a passagem do laser durante todo o

percurso optico.

5.4 Efeitos do sistema carreador de azul de metileno em gellan gum na terapia
fotodinamica contra C. albicans

5.4.1 Terapia fotodinamica em cultura plancténica

Os resultados da TFD em culturas planctdnicas estdo apresentados na Figura
9, na qual é possivel observar que o grupo controle na auséncia de luz (F-L-) obteve
namero de células de C. albicans proximo a 3,5 log (UFC/mL), assim como 0S grupos
controle gellan gum 0,6% (GGO,6+F-L-) e 1,0% (GG1,0+F-L-) na auséncia da luz,
demonstrando que o gellan gum isento de fotossensibilizador néo resultou em acao
antimicrobiana.

Os grupos formados por azul de metileno aquoso (F+L-), gellan gum 0,6%
(GGO,6+F+L-) e gellan gum 1,0% (GG1,0+F+L-), ambos contendo o
fotossensibilizador na auséncia da luz, apresentaram crescimento semelhante ao do
grupo controle, proximo de 3,5 log (UFC/mL), indicando que a presenca do
fotossensibilizador nos grupos néo resultou em acgéo citotoxica na cultura plancténica.

Nos grupos controle da irradiacdo sem fotossensibilizador, observou-se

concentracdo proxima de 3 log (UFC/mL) para os grupos controle de irradiacao (F-
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L+), gellan gum 0,6% (GGO0,6+F-L+) e gellan gum 1,0% (GG1,0+F-L+), sugerindo que
o LED na auséncia do fotossensibilizador foi incapaz de atuar sobre as células
leveduriformes.

Por fim, os grupos terapia fotodinamica mediados pelo azul de metileno
aquoso 50 uM (F+L+), gellan gum 0,6% com azul de metileno (GGO0,6+F+L+) e gellan
gum 1,0% com azul de metileno (GG1,0+F+L+) resultaram em reducdo total e
significativa (p<0,05) da cultura planctonica. Esses dados comprovaram a acao
antifingica da terapia fotodinamica sobre células planctonicas de C. albicans, além de
demonstrar que os hidrogeis de gellan gum 0,6% (m/v) e 1,0% (m/v) foram capazes
de manter as propriedades fotodinamicas semelhantes ao do fotossensibilizador azul

de metileno aquoso.

Figura 9 - Médias e desvio-padrédo dos dados em UFC/mL obtidos no teste de terapia

fotodindmica em culturas planctonicas de C. albicans

4>
1>
{>
>

>
>

(4]
1

p<0,05

UFC/mL (Logh)
- [~ ]

B B B
0 L] L L L L L
NN N NV NV U U Y N NN
C S K T
N ¥ LY - A \J A,
< &£ £ o O & &

Legenda: Grupo controle na auséncia de luz (F-L-); Grupo controle gellan gum 0,6% na auséncia de
luz (GGO,6+F-L-); Grupo controle gellan gum 1,0% na auséncia de luz (GG1,0+F-L-); Grupo azul de
metileno 50 pM na auséncia de luz (F+L-); Grupo gellan gum 0,6% com azul de metileno na auséncia
da luz (GGO0,6+F+L-); Grupo gellan gum 1,0% com azul de metileno na auséncia da luz (GGO0,6+F+L-);
Grupo controle na presenca da luz (F-L+); Grupo controle gellan gum 0,6% na presenca de luz
(GGO0,6+F-L-); Grupo controle gellan gum 1,0% na presenca de luz (GG1,0+F-L-); Grupo TFD azul de
metileno (F+L+); Grupo TFD com gellan gum 0,6% e azul de metileno (GGO0,6+F+L+); Grupo TFD com
gellan gum 1,0% e azul de metileno (GG1,0+F+L+). Letras diferentes representam diferenca estatistica
significante (p<0,05).

Fonte: Elaborado pela autora.
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5.4.2 Terapia fotodinamica em biofilme

Os resultados da terapia fotodinamica antimicrobiana em biofilmes estédo

apresentados na Figura 10.

Figura 10 — Médias e desvio-padrao dos dados em UFC/mL obtidos no teste de terapia

fotodindmica em biofilmes de C. albicans
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Legenda: Grupo controle na auséncia de luz (F-L-); Grupo controle gellan gum 0,6% na auséncia de
luz (GGO,6+F-L-); Grupo controle gellan gum 1,0% na auséncia de luz (GG1,0+F-L-); Grupo azul de
metileno 50 uM na auséncia de luz (F+L-); Grupo gellan gum 0,6% com azul de metileno na auséncia
da luz (GGO0,6+F+L-); Grupo gellan gum 1,0% com azul de metileno na auséncia da luz (GGO,6+F+L-);
Grupo controle na presenca da luz (F-L+); Grupo controle gellan gum 0,6% na presenca de luz
(GGO,6+F-L-); Grupo controle gellan gum 1,0% na presenca de luz (GG1,0+F-L-); Grupo TFD azul de
metileno (F+L+); Grupo TFD com gellan gum 0,6% e azul de metileno (GGO,6+F+L+); Grupo TFD com
gellan gum 1,0% e azul de metileno (GG1,0+F+L+). Letras diferentes representam diferenca estatistica
significante (p<0,05).

Fonte: Elaborado pela autora.

Os biofilmes de C. albicans apresentaram crescimento médio de 7 log
(UFC/mL) no grupo controle (F-L-), bem como no grupo controle do gellan gum de
0,6% (m/v) (GGO,6+F-L-) e 1,0% (m/v) (GG1,0+F-L-). Desse modo, o gellan gum de

ambas as formulac¢des nao foi capaz de atuar sobre o biofilme formado.
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Os grupos que continham azul de metileno na auséncia da luz, como o azul
de metileno aquoso (F+L-), gellan gum 0,6% (m/v) com azul de metileno (GGO0,6+F+L)
e gellan gum 1,0% (m/v) com azul de metileno (GG1,0+F+L-) também resultaram em
contagem de 7 log (UFC/mL). Esse resultado demonstrou que a presenca do azul de
metileno no escuro ndo foi capaz de reduzir a carga microbiana do biofilme e a
incorporacao do fotossensibilizador com o sistema carreador de gellan gum néo teve
acao citotoxica no escuro.

Quanto aos grupos irradiados na auséncia do fotossensibilizador azul de
metileno, o grupo controle da luz (F-L+) e o gellan gum 1,0% (m/v) (GG1,0+F-L+)
mantiveram a contagem de 7 log (UFC/mL) semelhante ao controle F-L-.

Os grupos terapia fotodinamica mediados por azul de metileno aquoso (F+L+),
gellan gum 0,6% (m/v) (GGO,6+F+L+) e gellan gum 1,0% (m/v) (GG1,0+F+L+)
apresentaram reducdes significativas de, respectivamente, 1,5 log (UFC/mL), 1,0 log
(UFC/mL) e 1,0 log (UFC/mL).
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6 DISCUSSAO

Diversos estudos comprovam que o azul de metileno apresenta resultados
positivos como fotossensibilizador na terapia fotodinamica antimicrobiana. Além da
eficiéncia, apresenta baixo custo quando comparado aos demais
fotossensibilizadores disponiveis no mercado, e compatibilidade com fontes de luz
comumente disponiveis em clinicas odontologicas, como o LED e o laser (Boltes
Cecatto et al.,, 2020). O gellan gum é um exopolissacarideo, biodegradavel e
biocompativel com capacidade de carreamento de farmacos (de Camargo Ribeiro et
al., 2020). O gellan gum vem sendo estudado em diversas concentracdes e tipos de
formulacéo, como gel e beads, com a finalidade de atuar como sistema de entrega de
farmacos em diferentes locais do corpo (Villarreal-Otalvaro, Coburn, 2021). Diante das
propriedades do gellan gum como sistema de entrega e do azul de metileno como
fotossensibilizador, este estudo propds o uso do hidrogel de gellan gum como
carreador do fotossensibilizador azul de metileno para aplicagdo na terapia
fotodindmica antimicrobiana contra C. albicans.

Neste estudo, verificou-se que o gellan gum foi capaz de incorporar e
promover uma liberacdo controlada do fotossensibilizador azul de metileno. Os
resultados demonstraram uma liberacdo mais rapida do fotossensibilizador na
formulacdo de 0,6% (m/v) de gellan gum quando comparado ao hidrogel de 1,0%
(m/v). No que diz respeito a concentracao liberada pelas formulacdes, os resultados
sdo condizentes com o trabalho de Garcia (2022) que utilizou o gellan gum como
sistema de entrega do composto derivado da prépolis, o ester fenetil do acido cafeico
(CAPE), para avaliar atividade antifingica contra C. albicans. Foram desenvolvidas
formulacdes de 0,6% a 1,0% (m/v) de gellan gum contendo o CAPE e avaliado o
percentual de liberacédo (%) em decorréncia do tempo. O gellan gum de concentragédo
0,6% (m/v) obteve pico de liberacdo do CAPE proximo de 100% nos primeiros 20
minutos de liberacéo, ja o hidrogel de 1,0% (m/v) obteve no mesmo periodo de analise
uma liberacdo proxima de 40% do composto. A relagdo entre aumento da
concentracéo de gellan gum na formulagao e consequente reducédo da liberacao de
compostos também foi observada no trabalho de Zheng et al. (2022) em que o corante
vermelho do Nilo foi testado como modelo de liberagcdo em emulsdo mista de hidrogel
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de gellan gum e quitosana. Esse corante apresentou maior porcentagem de liberacao
na formulacéo de 0,2% quando comparado ao de 0,8% no mesmo periodo de analise.

Nos testes de espectroscopia, 0 pico de absorcao do gellan gum ocorreu na
regido préxima de 250 nm, tanto para o hidrogel de 0,6% como o de 1,0% (m/v), sendo
esses resultados coincidentes com a literatura (Ismail et al., 2019). O azul de metileno
em solucéo aquosa apresentou faixa de absorcéo entre 600 e 660 nm, com banda
méxima de absorc¢éo na regido de 660 nm, sendo estes valores também compativeis
com a literatura (Boltes Cecatto et al., 2020). Observou-se que o azul de metileno
incorporado ao gellan gum manteve o pico de absor¢cdo em 660 nm, reforcando que a
propriedade Optica de excitacdo do azul de metileno ndo foi afetada pelo seu
carreamento em gellan. O pico de absor¢do na regido de 660 nm, area de monémero,
em ambos os hidrogéis e no azul de metileno aquoso (50uM) é indicativo de
predominio da reacéo do tipo Il durante a terapia fotodinamica.

Com relacdo ao teste do escudo Optico, notou-se que todos 0s grupos
compostos por azul de metileno aquoso (50 uM) ou associado ao gellan gum de 0,6%
e 1,0% (m/v) demonstraram reducdo na passagem da luz através do caminho 6ptico
na cubeta (1 cm). Apesar da reducdo gradativa no percurso, todos 0sS grupos
apresentaram passagem de luz de forma semelhante, evidenciando que o gellan gum
nao impediu o feixe de laser pelo caminho éptico. Garcez e Hamblin (2017) testaram
a interferéncia visual de diferentes concentracdes de azul de metileno em meio
aguoso na passagem de um feixe de laser. Esses autores indentificaram que as
concentracfes de 50 uM e 100 uM promoveram total passagem da luz no percurso
Optico, ja na concentracdo de 150 uM a passagem ocorreu até cerca da metade do
percurso e em 300 uM o feixe de luz se manteve apenas no inicio do trajeto 6ptico.

Diante desses resultados, o azul de metileno incorporado em formulacdes de
0,6 e 1% de gellan gum foi testado na terapia fotodindmica contra C. albicans em
culturas plancténicas. Devido a auséncia de documento especifico para padronizacéo
de suspensdes microbianas voltadas para testes de susceptibilidade antimicrobiana
na terapia fotodinamica, a suspensao padrdo do teste em cultura plancténica foi
adaptada da Norma M27-A2 (Método de Referéncia para Testes de Diluicdo em Caldo
para a Determinacdo da Sensibilidade de Leveduras a Terapia Antifungica Norma
Aprovada - Segunda Edicdo), elaborado consensualmente pelo “Clinical and

Laboratory Standards Institute” (CLSI). Essa norma visa padronizar a suspensao
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microbiana teste em concentracéo final de 5,0 x 102 a 2,5 x 102 células por mililitro
(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2002).

Partindo-se dessa concentracdo inicial de C. albicans, verificou-se uma
reducdo microbiana de 3 log (UFC/mL) nos grupos TFD tratados com o gellan gum
0,6% e 1,0% (m/v) contendo azul de metileno (50 uM) e o grupo azul de metileno
aquoso (50 uM). Estes resultados indicaram que o azul de metileno incorporado em
hidrogéis de ambas as concentracdes apresentou acdo fotodindmica semelhante ao
grupo TFD com azul de metileno em solu¢cdo aquosa. Tan et al. (2019) também
encontraram reducado de 3 log (UFC/mL) em cultura plancténica de isolados clinicos
de Candida auris, resistentes ao fluconazol e caspofungina, apoés terapia fotodinamica
mediada por azul de metileno aquoso em concentragdes de 25, 50 e 100 pM. Apesar
da reducdo semelhante, vale ressaltar que os autores utilizaram parametros de
irradiacdo diferentes dos empregados neste trabalho, tais como densidade de
poténcia de 80 mW/cm?2 e tempo de irradiacdo de 120 segundos.

Ao evidenciarmos a eficacia da terapia fotodindmica, mediada pelo sistema
carreador de azul de metileno em gellan gum, sobre culturas planctbnicas de C.
albicans, este trabalho buscou avancar o estudo da TFD para biofilmes. A capacidade
de formar biofilme é considerada um mecanismo de resisténcia de C. albicans, por
potencializar a resisténcia desses microrganismos a diversos agentes antifungicos
devido a formacéo da matriz extracelular, bomba de efluxo e presenca de células
persistentes (Kaur, Nobile, 2023). Sendo assim, os biofilmes séo formas sabidamente
mais complexas e resistentes de C. albicans quando comparado com um cultivo
planctoénico.

No presente estudo, a aplicacdo da TFD sobre os biofilmes de C. albicans
levou a reducéo de 1 log (UFC/mL) no grupo tratado com o AM aquoso (50 uM) em
relacdo ao controle ndo tratado, ja os grupos contendo AM em gellan gum 0,6% e
1,0% (m/v) apresentaram reducoes em torno de 0,5 log (UFC/mL). Por outro lado, de
a et al. (2022) obtiveram reducéao de 2,9 log (UFC/mL) dos biofilmes de C. albicans
apos TFD mediada por azul de metileno aquoso (600 pM) em concentracdes
superiores ao nosso estudo. Giroldo et al. (2009) demonstram que em concentragdes
de 25 uM a 1250 uM de azul de metileno aquoso, a TFD apresentou forte atividade
antimicrobiana contra crescimento de C. albicans. Entretanto, em concentracoes

superiores de AM a 1250 pM a eficacia da TFD foi diminuida, provavelmente pelo



47

aumento do coeficiente de extincdo luminosa do meio, impedindo a adequada
irradiacdo da fonte de luz no espaco reacional.

Por fim, os resultados desse estudo demonstraram um efeito potencial do
gellan gum em concentragdes de 0,6% e 1,0% (m/v) como carreador do
fotossensibilizador azul de metileno na terapia fotodinamica antimicrobiana contra C.
albicans. Em sintese, a formulacao de gellan gum a 0,6% (m/v) demonstrou liberacéo
mais r4pida do fotossensibilizador quando comparada com a formulacdo de 1,0%
(m/v). As atividades Opticas de ambas as formulacdes de gellan gum (0,6 e 1%) foram
satisfatorias, mantendo a capacidade de absorbancia do azul de metileno préximo de
660 nm, além de permitir a correta passagem da luz pelo percurso Optico. A acao
antifingica na TFD mediada pelas formulacdes de AM em gellan gum foi comprovada
sobre C. albicans em ambos os estagios de crescimento plancténico e biofilmes.

Os resultados encontrados neste trabalho corroboram com a caracteristica de
fotoinativacdo do azul de metileno preservada na associacdo com o gellan gum de
0,6% e 1,0%. O produto final sob formulacdo de hidrogel € uma forma de viabilizar a
aplicac@o da terapia fotodindmica em locais de dificil retencéo e facil escorrimento,
como labios e palato. Para aplicacdes futuras voltadas para a clinica odontolégica,
estudos adicionais ainda sao necessarios de forma a compreender 0os mecanismos
envolvidos na fotoinativacéo das células de Candida pelo sistema azul de metileno em

gellan gum, bem como a sua eficacia em modelos in vivo de experimentacao.
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7 CONCLUSAO

As formulacdes de gellan gum 0,6% e 1,0% (m/v) foram capazes de incorporar
0 azul de metileno e posteriormente de liberar o fotossensibilizador em determinado
intervalo de tempo.

O sistema carreador foi caracterizado conforme propriedades Opticas e
demonstrou capacidade de passagem de luz e pico de absorcdo semelhante ao do
fotossensibilizador.

Na terapia fotodinamica, o hidrogel de gellan gum demonstrou acéo
antifiingica tanto em cultura plancténica com em biofilme maduro de 24 horas.

Conclui-se que o hidrogel carreador de azul de metileno a base de gellan gum
foi capaz de manter as propriedades Opticas e de fotoinativacdo semelhantes ao do

fotossensibilizador sob forma aquosa.
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