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Figueiredo LMA. Efeitos da terapia fotodinamica na candidose experimental
e resposta imunologica no modelo hospedeiro de Galleria mellonella
[dissertacdo]. Sdo Jose dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2017.

RESUMO

A terapia fotodinamica (TFD) tem demonstrado acdo antimicrobiana sobre as
leveduras do género Candida, sendo considerada uma técnica promissora para
o tratamento de candidose. Recentemente foi relatado que a aplicagdo de TFD
também pode resultar em ativacdo do sistema imunologico, contribuindo para
a melhora da infeccdo. Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar a acdo da
TFD e da terapia laser sobre a resposta imunologica a candidose experimental
utilizando Galleria mellonella como modelo hospedeiro de infeccdo. Larvas
de G. mellonella foram infectadas com diferentes cepas de Candida albicans
e, apos 30 min, foram tratadas com TFD mediada por azul de metileno e laser
diodo emitido em 660 nm. A seguir, as larvas foram incubadas a 37°C por
sete dias e analisadas diariamente para determinacdo da curva de
sobrevivéncia. Para o estudo da resposta imunoldgica, apos os tempos de 3, 6,
18 h da TFD foram realizados testes de determinacdo da densidade de
hemocitos na hemolinfa de G. mellonella. Os dados obtidos na curva de
sobrevivéncia foram avaliados pelo teste de Log-rank (Mantel Cox) e os
resultados da analise imunoldgica por analise de variancia ANOVA e teste de
Tukey, com significancia de 5%. Os resultados obtidos demonstraram que
tanto para a cepa ATCC 18804 como para a cepa clinica 17 de C. albicans, a
TFD prolongou a sobrevivéncia das larvas de G. mellonella infectadas por
uma dose fungica letal. Entretanto, houve diferenca estatisticamente
significante entre os grupos PDT e controle somente com cepa ATCC
(p=0,0056). Foi verificado tambem que a infeccéo pela cepa ATCC 18804 de
C. albicans em G. mellonella levou a uma reducdo no nimero de hemdcitos
na hemolinfa, e o tratamento com TFD e terapia laser conseguiram aumentar
0 numero de hemacitos, mas sem apresentar diferenca estatistica significante.
Foi possivel concluir com esse estudo que a TFD bem como a terapia laser
influenciaram de maneira positiva na melhora da infeccdo por C. albicans no
modelo de G. mellonella.

Palavras-chave: Candida albicans. Invertebrado. Terapia fotodindmica.



Figueiredo LMA. Effects of photodynamic therapy on experimental
candidosis and immune response in the Galleria mellonella host model
[dissertation]. Sdo José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University
(Unesp), Institute of Science and Technology; 2017.

ABSTRACT

Photodynamic therapy (PDT) has demonstrated antimicrobial activity on the
yeast of the genus Candida and is considered a promising technique for the
treatment of candidiasis. Recently it was reported that the application of PDT
may also result in activation of the immune system, contributing to the
improvement of the infection. The objective of this study is to evaluate the
action of PDT and laser therapy on the immune response to experimental
candidiasis using Galleria mellonella as host of the infection. G. mellonella
larvae were infected with different Candida albicans strains and, after 30 min
were treated with methylene blue-mediated PDT and laser diode emitted at
660 nm. Then, the larvae were incubated at 37° C for seven days and
analyzed daily in order to determine the survival curve. For the study of the
immunological response, after intervals of 3, 6, 18 h of the PDT, tests were
performed to determine the density of hemocytes in the hemolymph of G.
mellonella. The data obtained in the survival curve were evaluated by the
Log-rank test (Mantel Cox) and the results of the immunological analysis by
analysis of variance ANOVA and Tukey test, with significance of 5%. The
results demonstrated that for both the ATCC 18804 strain and the C. albicans
clinical strain 17, PDT prolonged the survival of the infected G. mellonella
larvae by a lethal fungal dose. However, there was a statistically significant
difference between the PDT and the control groups only with ATCC strain (p
= 0.0056). It was also found that infection by the C. albicans ATCC 18804
strain in G. mellonella led to a reduction in the number of hemocytes in the
hemolymph, and the treatment with PDT and laser therapy succeeded in
increasing the number of hemocytes but without significant statistical
difference . It was possible to conclude from this study that PDT as well as
laser therapy positively influenced the improvement of C. albicans infection in
the G. mellonella model.

Keywords: Candida albicans. Invertebrate. Photodynamic therapy.
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1 INTRODUCAO

Candida albicans é um fungo patogénico e oportunista, o causador mais
comum de doencas fungicas em seres humanos. Esse fungo esta presente
naturalmente na maior parte dos individuos, encontrado na microbiota normal da
pele, membranas mucosas da cavidade oral, do intestino e do trato urogenital de
mulheres (Uppuluri et al., 2012; Rodrigues et al., 2013).

C. albicans pode desenvolver candidose em individuos previamente
sadios, porem apresenta maior predisposicdo de se desenvolver em individuos
que se encontram imunossuprimidos. Esta espécie de Candida é considerada a
mais virulenta quando comparada as demais espécies existentes, tais como C.
krusei, C. tropicalis, C. dubliniensis e C. glabrata (Chibebe Jr et al., 2013).

Um importante fator de viruléncia de C. albicans ¢é a sua capacidade de
se adaptar a uma variedade de diferentes habitats podendo formar comunidades
microbianas aderidas a uma superficie sélida, conhecida como biofilme. O
biofilme pode se desenvolver em superficies de hospedeiros ou em biomaterias
usados em dispositivos meédicos, odontolégicos como a protese dentéaria
(Junqueira et al., 2011).

C. albicans caracteriza-se como um fungo dimorfico com capacidade de
sofrer transicdes morfolégicas dependendo das condigdes do meio, podendo
apresentar-se na forma de leveduras, pseudohifas e hifas. Tais transicOes
colaboram para a patogénese de C. albicans em infec¢des invasivas. As formas
de levedura desempenham um papel importante durante a circulacéo na corrente
sanguinea e disseminacdo para diferentes orgdos, ja as formas filamentosas
contribuem para a penetracdo nos tecidos (Uppuluri et al., 2012; Rodrigues et
al., 2013).
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As infeccOes geradas podem ser superficiais e localizadas, como na
candidose oral, vulvovaginal e urindria, ou infecgdes mais profundas,
disseminadas e sisttmicas (Rodrigues et al., 2013). A crescente taxa de
morbidade e mortalidade relacionada as infec¢bes fungicas associada ao
aumento de cepas resistentes aos antifungicos, tem incentivado o
desenvolvimento de pesquisas sobre novas formas de tratamento a estas
infecgdes (Arvanitis et al., 2013).

Para tais pesquisas se faz necessario o uso de modelos animais. Devido a
similaridade de alguns mecanismos do sistema imune de invertebrados com 0s
mamiferos, os animais invertebrados estdo sendo cada vez mais utilizados para
investigacdo de patdégenos humanos. Além de possuirem baixo custo de
manutencdo, eles ndo apresentam restricdes éticas e podem ser usados para
estudo de larga escala (Arvanitis et al., 2013; Cook, McArthur, 2013).

O inicio destas pesquisas se deu com Julies Hoffman que demonstrou
inimeras possibilidades de estudo de doencas fangicas em modelos
invertebrados (Lionakis, 2011). Posteriormente seguiram-se Varias pesquisas e
com o tempo observou-se que um dos invertebrados que possui muitas
vantagens para estudos de infec¢Ges fungicas € o modelo Galleria mellonella.

G. mellonella é a larva da cera da mariposa, que tem como habitat
natural a colméia, onde se alimenta de pdlen, mel e cera de abelha. Esse inseto
pode ser mantido sob uma temperatura de 25 a 37°C. Seu ciclo de vida
compreende uma fase larval, seguida de pupas, transformando-se finalmente em
mariposas (Fuchs et al., 2010; Trevijano-Contador, Zaragoza, 2014).

Com relacdo as suas vantagens fisicas, o tamanho das larvas de G.
mellonella permite sua facil manipulacdo. Existem trés formas de inocular o
patogeno: aplicacdo topica, ingestdo oral e injecdo. Porém a quantificacdo do
patogeno é realizada de maneira precisa somente pelo método de injecéo (Fuchs

et al., 2010; Trevijano-Contador, Zaragoza, 2014). A injecéo é feita diretamente
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na hemolinfa por meio das prolegs. Para isso é utilizada uma seringa apropriada,
com a quantidade do micro-organismo pré-determinada. Apés uma hora de
infeccdo ja e possivel notar melanizacdo e a larva passa a apresentar a coloracéo
cinza, com reducgédo de motilidade associada em 24 h. Com o toque, se as larvas
ndo apresentarem nenhum estimulo fisico, sdo caracterizadas como mortas
(Fuchs et al., 2010). As formas de alimentacéo e condic¢des de criacdo das larvas
de G. mellonella devem ser criteriosamente padronizadas em cada estudo
experimental, pois as condigdes ambientais podem interferir na resposta
imunoldgica das larvas a infeccdo experimental (Cook, McArthur, 2013).

Para que se instale uma infecgé@o a primeira barreira a ser rompida nesse
invertebrado ¢é a fisica, como as respostas epiteliais dos mamiferos a fim de
impedir a colonizacdo e infeccdo fungica. Quando o corpo do inseto é invadido,
0S micro-organismos se deparam com o sistema imune, formado por resposta
celular e humoral como nos seres humanos (Lionakis, 2011; Ligeza-Zuber,
2012). Estudos mostram que 0s insetos possuem sistema imune adaptativo e nédo
geram anticorpos, mas conseguem promover resposta imune antecipada a uma
provavel infeccdo (Junqueira, 2012a).

A resposta imune humoral € composta por alguns processos, incluindo a
melanizacdo, a coagulacdo da hemolinfa e a producdo de peptideos
antimicrobianos (AMP). Ja a resposta celular possui o encapsulamento, a
formacdo de nddulos, e principalmente a fagocitose (Ligeza-Zuber, 2012; Cook,
McArthur, 2013).

Em G. mellonella a resposta imune celular se baseia nos hemdcitos, que
sdo células encontradas na hemolinfa destes insetos. Parecidos com neutrofilos
de mamiferos, utilizam espécies reativas de oxigénio (ROS) e enzimas liticas
para eliminacdo de micro-organismos patogénicos. Os hemacitos conseguem
distinguir estruturas proprias e ndo proprias do organismo (Ligeza-Zuber, 2012;

Jacobsen, 2014). Neste modelo de invertebrado, os hemdcitos estdo dispostos
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em seis classes: pro-hemocitos, coaguldcitos, esferuldcitos, enocitoides,
plasmdcitos e granulécitos. Os plasmocitos foram ainda redivididos de acordo
com morfologia e funcdo em outras quatro subclasses (Fuchs et al., 2010;
Lionakis, 2011; Ligeza-Zuber, 2012; Arvanitis et al., 2013). A classificacio
dessas células que compbe a defesa de G. mellonella é baseada em
caracteristicas morfologicas e bioldgicas, porém ainda néo é consolidada.

Devido a caracteristicas do sistema imune de G. mellonella citadas
anteriormente, esse modelo esta se tornando cada vez mais uma referéncia para
0 estudo da patogénese microbiana, mecanismos de viruléncia e eficacia de
antimicrobianos (Trevijano-Contador, Zaragoza, 2014).

Com o crescente surgimento de fungos patogénicos resistentes aos
antimicrobianos, atualmente os pesquisadores buscam terapias que possam ser
associadas aos medicamentos. Uma das terapias que tem se fortalecido nesses
estudos é a terapia fotodinamica (TFD).

A TFD requer a administracdo de um fotossensibilizador atoxico, de
maneira sistémica ou local, seguida de iluminacdo por um feixe de luz visivel
com comprimento de onda adequado e presenca de oxigénio (Casas et al., 2011;
Gonzales, Maisch, 2012; Dovigo et al., 2013; Francois et al., 2013; Sahu et al.,
2013).

A luz incidida pode interagir com o tecido alvo de diferentes maneiras. A
superficie tecidual pode refletir a luz, quando a luz néo é refletida, ela penetra no
tecido (Figura 1). Nesse caso, a luz pode ser absorvida pelo tecido, transmitida
quando né&o interage com o tecido ou espalhada quando sua propagacdo muda de
direcdo. Na TFD a absorc¢éo da luz é a interacdo mais frequente, isso devido ao

uso do fotossensibilizador (Sabino, Ribeiro, 2013).
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Figura 1 — Esquema ilustrativo da interacdo da luz irradiada com o tecido
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Fonte: Sabino, Ribeiro, 2013.

O fotossensibilizador absorve os fotons de luz, fazendo com que o
fotossensibilizador de um estado fundamental passe para um estado tripleto
fotoativo. Neste estado a energia pode ser passada a outras biomoléculas por
dois mecanismos de fotossensibilizagdo: Tipo | — com substratos locais que
originam radicais livres por transferéncia de carga; Tipo Il — com transferéncia
de energia dos fotons para moléculas de oxigénio, que resulta na producdo
oxigénio singleto, uma ROS. O oxigénio singleto é considerado um dos
principais responsaveis pela acdo fotodinamica da TFD. Ambos os mecanismos
de fotossensibilizacdo originam ROS, que sdo citotoxicas (Figura 2) (Gonzales,
Maisch, 2012).
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As ROS tém a capacidade de reagir rapidamente com alvos néo
especificos como membranas celulares e proteinas levando a destruicdo

microbiana, com a morte celular direta (Dovigo et al., 2013).

Figura 2 — Esquema ilustrativo do mecanismo de ac¢do da TFD
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Fonte: Dai et al., 2012.

Entre as vantagens desta terapia estdo: seu amplo espectro de acéo, alta
especificidade alvo, poucos efeitos colaterais, e pouca chance de induzir a
resisténcia de patdgenos. Sem evidéncias de genotoxicidade e mutagenicidade
em fungos ou células humanas (Gonzales, Maisch, 2012; Dovigo et al., 2013).
Algumas especies de Candida usam mecanismos para resistirem a TFD
antimicrobiana, como absorcdo reduzida ou alteracdo do fotossensibilizador
causada por enzimas presentes na ceélula, bombas de efluxo do

fotossensibilizador para fora da célula, enzimas neutralizantes de espécies
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oxidativas. Tais mecanismos foram atribuidos a origem celular e ao tipo de
fotossensibilizador utilizado (Casas et al., 2011; Calzavara-Pinton et al., 2012).

O uso da TFD no controle de C. albicans se mostrou eficiente, tanto aos
micro-organismos na forma planctbnica, quanto organizados em biofilme
(Dovigo et al., 2011). Com o uso de microscopia eletrénica de varredura
verificou-se que a TFD além de inativar os micro-organismos no biofilme de C.
albicans, essa terapia também é capaz de alterar a estrutura do biofilme. Além
disso, a TFD néo induz resisténcia, fazendo com que sua aplicacdo possa ser
repetida diversas vezes. Esses fatores sugerem o uso da TFD para o tratamento
de infeccdes por cepas de C. albicans resistentes ao tratamento com antifingicos
convencionais (Gonzales, Maish, 2012).

Recentes estudos tém demonstrado que de alguma forma a aplicagéo
local da TFD ativa as respostas imunoldgicas, que propiciam beneficios nao
somente nas areas tratadas, mas também a distancia, de maneira sistémica.
Acredita-se que a aplicacdo da TFD pode aumentar a ativacdo de células
especificas reforcando a resposta imune (Rogers, 2012).

Uma série de reagdes pode ser iniciada com a TFD, como as sinalizagdes
celulares e a liberacdo de citocinas e mediadores inflamatdrios, que interagem
com o sistema imune inato. Estes sinais sdo ativados a partir de uma aplicacéo
local, que estimula uma resposta sisttmica, levando ao recrutamento de
neutrofilos e demais células inflamatorias (Mroz, Hamblin, 2011; Huang et al.,
2012).

Segundo Krupka et al. (2011), muitos estudos ja demonstraram a
presenca de neutrofilos, macrofagos e linfécitos no tecido tratado apos TFD,
relacionando sua acdo com a ativacdo do sistema imune. A acdo destas células
inicia logo apds a aplicacdo de TFD e permanece por até 24 h (Huang et al.,
2012).
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Tanaka et al. (2012) utilizaram a TFD, associada ao azul de metileno, de
forma terapéutica e profilatica na infeccdo de artrite em joelhos de modelos de
ratos, causada por Staphylococcus aureus resistente a Meticilina. Observaram
que o uso da TFD terapéutica promoveu migracdo e acimulo de neutréfilos no
local da infecgdo e esta foi reduzida. Quando a TFD foi utilizada antes da
inoculacdo bacteriana, houve acumulo rapido de neutréfilos no local resultando
na inibicdo do crescimento impedindo o estabelecimento da infecgéo, sugerindo
a ativacéo da resposta imune inata mediada pela acdo da TFD.

Em 2013, Vatansever et al. investigaram se 0 uso da TFD, no tratamento
de um tumor primario subcutaneo na coxa de ratos, poderia estimular a resposta
imune destes animais a combater metéstases cerebrais distantes. Para isso
induziram em um grupo de ratos um tumor primario subcutdneo com metastase
cerebral por meio da injecdo de celulas tumorais na coxa esquerda e no cérebro
respectivamente. Em outro grupo induziram apenas o tumor cerebral. No grupo
com metastase o tumor primario era tratado com TFD e o tumor metastatico
cerebral ndo recebia tratamento direto, ja no grupo onde somente havia o tumor
cerebral, este ndo recebeu tratamento. Quando comparadas as curvas de
sobrevivéncia de ambos 0s grupos observaram que 0 grupo com metastases
apresentou aumento de sobrevida em relacdo ao grupo sem tratamento, isso
sugere que o uso de TFD mesmo que distante possa ter estimulado o sistema
imune do animal e induzido o combate as células tumorais presentes em outra
regido do corpo dos ratos, contribuindo para a melhora de sua sobrevida.

Assim, € cada vez mais importante o desenvolvimento de estudos para
compreender a influéncia da TFD na resposta imunologica as infeccdes.
Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar a influéncia da TFD a de terapia
laser na candidose experimental e na resposta imunologica a C. albicans

utilizando G. mellonella como modelo hospedeiro de infec¢éo.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da terapia fotodinamica e
da terapia laser na candidose experimental e na resposta imunologica no modelo

hospedeiro G. mellonella.

2.2 Objetivos especificos

a) avaliar a acdo da terapia fotodinamica e da terapia laser na candidose
experimental induzida em G. mellonella por meio de ensaios de
sobrevivéncia;

b) analisar os efeitos da terapia fotodindmica e da terapia laser na
resposta imune celular de G. mellonella utilizando-se dos ensaios de

densidade hemocitaria.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Cepas de C. albicans

Foi utilizada uma cepa clinica de C. albicans isolada de candidose
orofaringea de pacientes HIV positivos (cepa 17) (Junqueira et al., 2012b) e uma
cepa padréo de C. albicans (ATCC 18804). Ambas as cepas foram provenientes
do Laboratério de Microbiologia e Imunologia do Curso de Odontologia da
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia (ICT)
de Séo José dos Campos.

As cepas estavam armazenadas em estoques congelados em caldo BHI,
contendo 20 % de glicerol a -80°C. A fim de garantir a auséncia de
contaminacdo as cepas foram submetidas a semeadura em CHROMagar
Candida, as colbnias que apresentaram coloracdo verde indicando pertencer a
espécie de C. albicans foram utilizadas no estudo. Para ativacdo do micro-
organismo, as cepas de C. albicans foram cultivadas em meio de cultura agar
Sabouraud Dextrose (Himedia Laboratories, Munbai, india) pela técnica de
esgotamento e incubadas por 48 h a 37°C em estufa bacterioldgica. A seguir, as
colbnias (Figura 3) posteriormente transferidas para o meio da semeadura em
caldo Yeast Nitrogen Base (YNB, Himedia Laboratories, Munbai, india)
suplementado com glicose na concentracdo de 100 mM e incubadas em estufa

bacterioldgica a 37°C por 24 h,
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Figura 3 — Placa de &gar Sabouraud contendo colénias de C. albicans isoladas

por técnica de esgotamento

Fonte: Elaborada pela autora.

3.2 Modelo de G. mellonella

Larvas de G. mellonella em seu estagio final da fase larval foram
utilizadas como modelo hospedeiro. As larvas foram provenientes do laboratério
de invertebrados da disciplina de Microbiologia e Imunologia do Curso de
Odontologia, da Unesp, ICT de Sdo José dos Campos. Para criacdo de G.
mellonella no Laboratério de invertebrados, foi necessaria a limpeza e a
alimentacdo das larvas trés vezes por semana. A alimentacdo foi baseada em
cera, e racdo composta de 25% de fuba, 15% de levedura de cerveja, 10% de
farinha de soja, 10% de leite desnatado, 20% de mel e 20% de glicerol,
preparada na prépria Instituicao.

Cada grupo experimental foi composto por 15 larvas escolhidas
aleatoriamente e com peso corporal entre 250 e 300 mg (Figura 4). Todos 0s

insetos selecionados apresentavam cor clara e estavam livres de manchas e/ou
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pigmentos escuros em sua cuticula, que poderiam indicar o comprometimento
do animal por algum processo infeccioso, influenciando no resultado do

experimento. Todas as analises foram realizadas em duplicata.

Figura 4 — Larvas de G. mellonella do Laboratério de invertebrados do ICT

Fonte: Elaborada pela autora.

Para cada ensaio, a0 menos dois grupos controles foram sempre
incluidos. O primeiro recebeu 20 uL. de PBS, o segundo grupo foi composto por
larvas que ndo receberam injecdo alguma. Em casos onde ao menos em um dos
grupos controle houvesse duas larvas mortas, o ensaio foi desconsiderado e um
novo refeito.

Seringas Hamilton com capacidade de 10 pL (Hamilton Inc, EUA)
foram utilizadas para as injecdes (Figura 5). A cepa de Candida foi inoculada na
ultima proleg esquerda da larva (Figura 6). A limpeza da agulha e da parte
interna da seringa foi executada a cada cinco inje¢des e/ou quando do inicio das
injecOes de diferentes inoculos. Para tal, a mesma foi lavada sequencialmente
em quatro tubos Falcon. Cada tubo continha 15 mL de determinada solucdo. O

primeiro contendo solucdo de hipoclorito de sodio a 0,25% em &gua destilada
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esterilizada; o segundo alcool absoluto diluido a 95% em &gua destilada; o
terceiro com &gua destilada esterilizada e o quarto solucéo salina tampdo fosfato
(NaCl 0,9%) esterilizada - PBS. Em cada tubo, a agulha foi mergulhada e cinco

movimentos no émbolo da seringa para cima e para baixo foram executados.

Figura 5 — Seringas Hamilton com capacidade de 10 uL
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 6 — Inoculacéo de C. albicans em G. mellonella

Legenda: a) G. mellonella em posicdo ventral, demonstrando proleg; b) Inoculacéo na ultima proleg
esquerda da larva de G. mellonella.
Fonte: Elaborada pela autora.
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3.3 Infeccdo por C. albicans em G. mellonella e andlise da curva de

sobrevivéncia

Para o preparo das suspensdes padronizadas de C. albicans, foi utilizada
a metodologia descrita por Fuchs et al. (2010). Ap6s o periodo de incubacéo de
24 h, as células fungicas foram isoladas por centrifugacdo a 5000 rpm por 10
min (MPW 350- Med. Instruments), sendo o sobrenadante descartado. O
deposito restante foi ressuspendido em PBS, e misturado em agitador de tubos
(vortex) por 30 s. Esta lavagem de células foi repetida mais duas vezes.

O ajuste para a obtencdo de suspensdo com o numero de células
desejado para cada experimento foi feito utilizando-se  hemocitdmetro.

Com o proposito de confirmar o namero de células fungicas no inoculo
utilizado, foi realizada a contagem de unidades formadoras de col6nia por
mililitro (UFC/mL). A partir de diluicdes seriadas do inoculo, aliquotas foram
semeadas em placas de Petri contendo agar Sabouraud Dextrose. As placas
foram incubadas em estufa bacteriologica a 37°C por 24 h. Decorrido este tempo
foi efetuada a contagem e calculado o nimero de UFC/mL.

Suspensdes de cada cepa de C. albicans contendo 10° a 10" células/larva
foram injetadas nas larvas para realizagcdo da curva de sobrevivéncia e selecéo
da concentracdo a ser utilizada no estudo. Apdés a inoculagdo, 0os animais foram
acondicionados em placas de Petri e incubados a 37°C no escuro. Diariamente, 0
numero de larvas mortas foi anotado para realizacdo da curva de sobrevivéncia.
Foram consideradas mortas larvas que ndo apresentaram nenhum movimento ao
toque por uma pinca metalica (Figura 7). Os animais mortos, assim que

identificados, foram removidos do grupo.
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Figura 7 —G. mellonella mortas, melanizadas
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Legenda: a) G. mellonella melanizadas em placas de Petri imoveis; b) G. mellonella melanizada em
visdo aproximada na posic¢ao dorsal e ventral.
Fonte: Elaborada pela autora.

3.4 Testes para padronizacdo da concentracéo do fotossensibilizador e da

energia laser

Para a escolha da concentracdo de fotossensibilizador a ser utilizada no
estudo, foi medida a poténcia do laser ao passar por G. mellonella, utilizando-se
para isso um medidor de poténcia (Laser Check — MM Optics). A larva foi
colocada entre duas laminas em posi¢do ventral, o medidor de poténcia foi
posicionado abaixo da lamina inferior a larva, o laser foi incidido por cima da
lamina superior para que pudesse atingir o corpo da larva. Foi obtida a medida
de poténcia da luz que passou pela larva com diferentes concentracdes de
fotossensibilizador (75 puM, 100 uM, 150 uM, 300 uM e 600 pM), antes e ap0os
sua administracéo.

A fim de complementar as informacdes a respeito da capacidade de
absorcdo de luz pela larva de G. mellonella, foi realizada uma anélise da
distribuicdo de luz no corpo do animal por meio de fotografias submetidas a

analise do Programa Fiji do Image J. Esse programa € um pacote de
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processamento de imagens com plugins para a analise de imagens cientificas.
Para isso o laser foi aplicado isoladamente ou associado ao fotossensibilizador.

Para avaliar a distribuicdo do laser bem como sua profundidade de acao
no corpo da larva as fotografias foram analisadas conforme o plugin Interactive
3D surface PLOT pertencente ao programa Fiji. Esse plugin cria graficos de
superficie interativos de todos os tipos de imagem, a luminancia de uma imagem
é interpretada como altura para o grafico (eixo z).

A sequir, a concentracdo de fotossensibilizador que permitiu melhor
distribuicdo da luz ao longo da espessura do corpo do animal, ap0s sua
administracdo foi escolhida para os ensaios de TFD.

Em relacédo a escolha da energia do laser mais efetiva a ser utilizada no
experimento, foram testadas as energias de 6 J e 15 J. Foi realizada a TFD com
estas medidas de energia, aquela que induziu melhor taxa de sobrevida das

larvas foi escolhida.

3.5 Realizacédo da terapia fotodinamica em G. mellonella infectadas por C.

albicans

Para realizacdo da TFD em G. mellonella foi seguida a metodologia de
Chibebe Jr et al. (2013), com algumas modificagbes. Como fotossensibilizador
foi utilizado azul de metileno (Sigma — Aldrich, S&o Paulo, Brasil) no volume de
10 pL (em concentracdo determinada durante o estudo) e como fonte de luz um
laser em baixa intensidade de Arseneto de Galio Aluminio (Photon Lase IlI,
DMC, Séo Carlos/ SP, Brasil) com comprimento de onda de 660 nm (vermelho
visivel), poténcia de 100 mW (com energia definida durante o estudo) (Figura
8).
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Figura 8 — Fonte de luz: equipamento laser diodo de baixa intensidade emitido

em 660nm

Legenda: a) Visdo anterior do equipamento laser que foi utilizado; b) Equipamento laser em baixa
intensidade durante aplicagdo da TFD.
Fonte: Elaborada pela autora.

As larvas infectadas com cepas de C. albicans, apos 30 min da infeccéo,
receberam injecdo de azul de metileno na altima proleg direita. A seguir,
permaneceram 30 min no escuro (tempo pré-irradiacdo) para proporcionar uma
boa dispersao do fotossensibilizador pelo corpo do animal.

Entdo, o laser foi aplicado de acordo com o0s parametros previamente
definidos. Cada larva foi colocada entre duas laminas em posi¢ao ventral, sob
um suporte, nas quais a luz foi incidida pela lamina superior. O ambiente foi
mantido escuro durante o experimento (Figura 9).

Em cada experimento, foram sempre realizados 0s seguintes grupos
experimentais: “Candida + Foto + Laser”, “Candida + PBS + Laser”, “Candida
+ Foto”, “Candida + PBS”, “PBS+PBS”, “No injection”. Com 15 larvas por

grupo, totalizando 90.
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Figura 9 — Larvas em suporte para realizacdo da TFD

Legenda: a) Visdo superior de G. mellonella posicionada entre duas laminas em ventral, no suporte
para TFD; b) Visdo anterior de G. mellonella posicionada durante a TFD, com a ponteira no sentido da
incidéncia de laser.

Fonte: Elaborada pela autora.

Apos a realizacdo de TFD, as larvas foram incubadas em estufa a 37°C e
analisadas apds as primeiras 18 h, seguindo por sete dias para determinacdo da

curva de sobrevivéncia de G. mellonella.

3.6 Analise da densidade hemocitaria de G. mellonella

Foi utilizada a metodologia descrita por Fuchs et al. (2010), Scorzoni et
al. (2013) e Zdybicka-Barabas e Cytrynska (2011) com algumas modificagGes.
Para 0 estudo da resposta imunologica, as larvas de G. mellonella foram
infectadas por C. albicans e tratadas com TFD conforme os pardmetros
determinados anteriormente. ApoOs foram realizados os testes de densidade
hemocitéria, utilizando os seguintes grupos experimentais: “Candida + Foto +
Laser”, “Candida + PBS + Laser”, “Candida + PBS”, “PBS+PBS”, sendo que
para cada grupo foi realizado um pool de 3 larvas por ensaio, realizado em

triplicata, correspondendo a 9 larvas por grupo, totalizando 36.
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Inicialmente foi realizada uma avaliacdo da densidade de hemdcitos de
G. mellonella infectadas por C. albicans e nédo tratadas por TFD. Para isso
células de C. albicans padronizadas em concentracées de 10° cels/larva e 10°
cels/larva foram injetadas em G. mellonella. A seguir as larvas foram incubadas
em estufa bacterioldgica a 37°C e avaliadas ap0s 3, 6, 18, 24 e 48 h.

Com base nos resultados obtidos, partiu-se para a analise da densidade
de hemdcitos em larvas tratadas com TFD. Nessa anélise, as larvas foram
infectadas com 10° cels/larva, submetidas & TFD, e ap6s 3,6 e 18 h a hemolinfa
foi coletada para a contagem de hemocitos.

Para a coleta da hemolinfa as larvas foram imobilizadas em placa de
Petri gelada por cerca de 20 min, em seguida foram cortadas com bisturi na
parte ventral no sentido céfalo-caudal e espremidas para a retirada da hemolinfa
que foi coletada em microtubos de 1,5 mL. A seguir 10 pL de cada hemolinfa
coletada foram diluidos em 990 L de IPS (tampdo anticoagulante estéril — 150
nM de cloreto de sédio, 5 nM de cloreto de potassio, 10 nM de tris-HCL PH 6,9,
10 nM de EDTA e 30 nM de citrato de so6dio) em microtubos gelados (Figura

10). Para a contagem dos hemacitos foi utilizado hemocitdémetro.

Figura 10 — Retirada de hemolinfa das larvas de G. mellonella

Legenda: a) Larva apos ser cortada com bisturi, espremida para retirada de hemolinfa; b) Hemolinfa
coletada em microtubo.
Fonte: Elaborada pela autora.



34

3.7 Analise estatistica

Para os experimentos de sobrevivéncia em G. mellonella foi realizada a
curva de sobrevivéncia utilizando o método Kaplan-Meier e o nivel de
significancia entre a sobrevivéncia das mesmas foi calculado através do teste
Log-rank (Mantel-Cox). Os resultados da anélise imunologica foram submetidos
a analise ANOVA seguida pelo teste de Tukey. Em todos os testes foi utilizado

o0 programa GraphPad Prism 5.0, considerando-se nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADO

4.1 Analise da curva de sobrevivéncia de G. mellonella infectadas por

diferentes concentracg6es de C. albicans

Quando analisada a curva de sobrevivéncia de G. mellonella com
diferentes concentraces de suspensdes inoculadas de C. albicans nas larvas,
(Figura 11) foi observado que nos grupos controles, tanto PBS, quanto No
injection (sem inoculacdo), 100% das larvas sobreviveram durante os sete dias
de anédlise. O grupo de larvas inoculado com a concentracdo injetada de C.
albicans 10° células/larva apresentou 13,3% de morte das larvas, j4 o grupo
infectado pela concentracdo de 10° células/larva apresentou 100% de morte de
G. mellonella em 72 h. Com relacfo & concentracdo de C. albicans a 10’
celulas/larva ocorreu morte de 100% de G. mellonella em apenas 18 h. Assim a
concentragdo de 10° células/larva foi adotada para todos os experimentos
subseqiientes desse estudo, pois apresentou uma dose letal, mas com tempo

habil para administracdo de uma terapia.



36

Figura 11 — Curva de sobrevivéncia das larvas de G. mellonella infectadas com

diferentes concentracOes de C. albicans
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.2 Avaliacdo dos efeitos do laser e fotossensibilizador em larvas de G.

mellonella ndo infectadas por C. albicans

Para cada concentracdo de fotossensibilizador foram obtidas 4 medidas
de poténcia da luz utilizada, que ocorreram em trés momentos diferentes: antes
da administracdo do fotossensibilizador, ap6s a aplicacdo imediata do
fotossensibilizador e apds 30 min da administracdo do mesmo. A partir destes
valores foi realizada média referente a cada concentracdo, a melhor resposta
correspondeu a concentracdo que apresentou reducdo na media da poténcia da
luz incidida. Indicando que a luz estaria absorvida no interior da larva apés a
aplicacdo do fotosensibilizador. Foi realizada a analise das médias obtidas pelas
diferentes concentracdes e verificou-se que ndo houve diferenca estatistica
significante entre elas (Figura 12). Assim a concentracdo de Azul de metileno de
100 puM foi escolhida para o estudo.
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Figura 12 — Anélise das médias de poténcia laser mensuradas com diferentes

concentracoes de fotossensibilizador ao longo do tempo
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Legenda: Foto corresponde ao fotossensibilizador.
Fonte: Elaborada pela autora.

Com o uso do programa Fiji foi possivel observar a distribui¢do de luz
no corpo do animal, com a aplicacdo do laser isoladamente ou associado ao

fotossensibilizador (Figura 13).

Figura 13 — Imagens ilustrando a passagem do laser em G. mellonella

Legenda: a) Passagem do laser em G. mellonella sem o uso de fotossensibilizador; b) Passagem de
laser em G. mellonella com o uso de fotossensibilizador 100 puM.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Quando as imagens foram analisadas conforme o plugin Interactive 3D
surface PLOT, pertencente ao programa Fiji, foi possivel avaliar a profundidade
da acdo do laser no corpo do inseto bem como qual a média de poténcia agindo
no laser em cada ponto (Figura 14). Adotou-se a altura média da larva sob as
duas laminas correspondente a 3 mm equivalente a 320 no eixo y da figura A e
220 da figura B, e 77 mW de poténcia usada na irradiacdo correspondente a 240
no eixo z da figura A e 250 no eixo z da figura B. Sem o fotossensibilizador o
inicio de uma distribuicdo de luz uniforme no animal se deu em 0,36 mm,
mantendo-se até 2,5 mm de profundidade no corpo da larva, com uma poténcia
de 44,91 mW, atingindo um pico de 54,54 mW em 1 mm de altura. Com 0 uso
do fotossensibilizador associado observou-se no grafico, 0,27 mm abaixo da
cuticula do animal se iniciou distribuicdo uniforme de luz atingindo a poténcia
de aproximadamente 49,28 mW, isso se manteve até 2,45 mm da larva,
atingindo um pico de poténcia de 55,44 mW em 0,81 mm.

Na figura 15, foi avaliada a distribuicdo de luz no comprimento do
inseto. Adotou-se 0 comprimento da larva de 2 cm, equivalendo a 2300 no eixo
x da figura A e 1700 da figura B, e 77 mW de poténcia usada na irradiacéo
correspondente a 250 no eixo z de ambas as figuras. Sem o fotossensibilizador
uma distribuicdo uniforme de luz no animal se deu por 32% do seu
comprimento. Com o uso do fotossensibilizador observou-se no grafico que a

luz foi distribuida por 39,5% do corpo de G. mellonella.
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Figura 14 — Plotagem correspondente a profundidade de penetracdo laser na

larva de G. mellonella
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Legenda: Eixo z corresponde a poténcia laser, eixo y corresponde a altura do corpo da larva. a)
Plotagem correspondente a profundidade de acdo do laser na G. mellonella sem o uso de
fotossensibilizador, eixo z (240 = 77mW), eixo y (320 = 3 mm altura da larva); b) Plotagem
correspondente a profundidade de acdo do laser na G. mellonella com o uso de fotossensibilizador,
eixo z (250 = 77mW), eixo y (220 = 3 mm altura da larva).

Fonte: Elaborada pela autora
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Figura 15 — Plotagem correspondente a distribuicdo do laser no comprimento do

corpo da larva de G. mellonella
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Legenda: Eixo z corresponde a poténcia laser (250 = 77 mW), eixo y corresponde ao comprimento do
corpo da larva. a) Plotagem correspondente a distribui¢do da luz laser na G. mellonella sem o uso de
fotossensibilizador, eixo x (2300 = 2cm comprimento da larva); b) Plotagem correspondente a
distribuicdo da luz laser na G. mellonella com o uso de fotossensibilizador, eixo x (1700 = 2cm
comprimento da larva).

Fonte: Elaborada pela autora.

A sequir, foi realizada a curva de sobrevivéncia de G. mellonella com a
aplicacéo isolada de laser nas energias de 6 J e 15 J, para avaliar se a incidéncia
de laser seria letal as larvas. Verficou-se que nenhuma das energias do laser

testadas, bem como os grupos controle, PBS e No injection, estimularam a morte
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das larvas nos 7 dias analisados. Mantendo 100% de sobrevivéncia de todas G.
mellonella.

O mesmo resultado foi obtido quando testada a TFD, que consiste na
associacao do fotossensibilizador 100 uM e das energias laser de 6 e 15 J, e
quando analisada a presenca somente do fotossensibilizador. Mantendo 100%
de sobrevivéncia de todas G. mellonella.

Obtidos os resultados acima, foi dada continuidade no estudo, com inicio

dos testes do modelo invertebrado com infecgéo.

4.3 Analise da terapia laser e da TFD em G. mellonella infectada com C.
albicans ATCC 18804

Primeiramente as larvas de G. mellonella foram submetidas a infeccéo
com a cepa ATCC 18804 de C. albicans. A seguir, foram irradiadas com laser
nas energias de 6 e 15 J. Foi possivel observar que somente a aplicacéo laser,
aumentou a sobrevida das larvas, quando comparado ao grupo infectado com
Candida que néo obteve tratamento (Figura 16).

Para facilitar a analise estatistica entre os grupos, as energias de 6 e 15J

foram analisadas em graficos separados (Figuras 17 e 18).



42

Figura 16 - Curva de sobrevivéncia de G. mellonella infectadas com C. albicans

ATCC 18804 e tratadas com diferentes energias do laser
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Fonte: Elaborada pela autora.

24

48

72 96 120 144 168
Tempo

Figura 17 - Curva de sobrevivéncia de G. mellonella infectadas com C. albicans
(ATCC 18804) e tratadas com laser 6 J

C. albicans ATCC 18804 e laser6J

[N

o

o
1

80+

60

404

204

o

C. albicans + PBS
C. albicans + PBS + Laser 6J

P:0,0579

Porcentagem de sobrevivéncia

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 18 - Curva de sobrevivéncia de G. mellonella infectadas com C. albicans
(ATCC 18804) e tratadas com laser 15 J
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Fonte: Elaborada pela autora.

Nos graficos anteriores foi possivel observar que no grupo Candida +
PBS houve 100% de morte das larvas em 48 h, ja nos grupos Candida + PBS +
Laser 6 J a morte das larvas se deu apenas em 72 h e no grupo Candida + PBS +
Laser 15 J em 96 h. Assim 0s grupos que receberam tratamento apresentaram
aumento da sobrevida das larvas, porém esse aumento ndo foi acompanhado de
diferencga estatistica.

Quando foi realizada a TFD, houve aumento da sobrevida das larvas
com relagcdo ao grupo controle Candida + PBS, tanto para a energia de 6 J como
para a de 15 J (Figura 19).

Para anélise estatistica e mais facil interpretacdo entre os grupos, as
energias de 6 J e 15 J foram analisadas distintamente (Figuras 20 e 21). Houve
diferenca estatistica entre o grupo controle e o grupo TFD com o uso da energia
de 6 J, o qual proporcionou aumento na sobrevivéncia das larvas para 48 h.
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Figura 19 - Curva de sobrevivéncia de G. mellonella infectadas com C. albicans
(ATCC 18804) e tratadas com TFD
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 20 - Curva de sobrevivéncia de G. mellonella infectadas com C. albicans
(ATCC 18804), tratadas com TFD 6 J
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 21 - Curva de sobrevivéncia de G. mellonella infectadas com C. albicans
(ATCC 18804), tratadas com TFD 15 J
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.4 Analise dos efeitos da energia laser e da TFD em larvas de G. mellonella

infectadas com cepa clinica de C. albicans

Assim que realizados os testes com a cepa ATCC 18804 de C. albicans,
foram iniciadas as analises de sobrevivéncia com a cepa clinica 17 de C.
albicans (Figura 22). Observou-se que a energia laser de 6 e 15J
proporcionaram as larvas infectadas maior sobrevida em relacdo ao grupo
Candida + PBS.

Quando comparado o grupo Candida + PBS ao grupo Candida + PBS +
Laser 6 J isoladamente, foi observado que ocorreu melhora na sobrevivéncia das
larvas (Figura 23). Aumentando a sobrevida de 72 h para 96 h, respectivamente,
sem diferenca estatistica significativa (P= 0,1769). J& o grupo C. albicans + PBS
+ Laser 15 J aumentou a sobrevida para 168 h (P=0,1890) (Figura 24).
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Figura 22 — Curva de sobrevivéncia de G. mellonella infectadas com C. albicans

(Cepa clinica 17), tratadas com diferentes energias laser e grupos controle
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 23 — Curva de sobrevivéncia de G. mellonella infectadas com C. albicans

(Cepa clinica 17), tratadas com laser 6 J
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 24 — Curva de sobrevivéncia de G. mellonella infectadas com C. albicans

(Cepa clinica 17), tratadas com laser 15 J
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Fonte: Elaborada pela autora.

Na administracdo do tratamento com a TFD, houve aumento da
sobrevida das larvas com relagdo ao grupo controle Candida + PBS, com 0 uso
da energia de 6 e 15 J (Figura 25). Para andlise estatistica entre 0s grupos, as
energias de 6 J e 15 J foram analisadas separadamente (Figuras 26 e 27). ATFD
aumentou a sobrevivéncia das larvas tanto com o uso da energia de 6 J
(P=0,3201), quanto 15 J (P=0,7377).
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Figura 25 — Curva de sobrevivéncia de G. mellonella infectadas com C. albicans
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 26 — Curva de sobrevivéncia de G. mellonella infectadas com C. albicans
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 27 — Curva de sobrevivéncia de G. mellonella infectadas com C. albicans
Cepa clinica 17, tratadas com TFD 15 J
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.5 Analise da densidade hemocitaria de G. mellonella

Para analisar o comportamento do sistema imune de G. mellonella apos a
infeccdo com C. albicans foram determinados os nimeros de hemdcitos viaveis
na hemolinfa das larvas decorridos os tempos de 3, 6, 18, 24 e 48 h de infec¢éo.
Observando a Figura 28, foi verificado que no periodo inicial de 3 h ambas as
suspensdes de C. albicans administradas as larvas, 10°cels/larva e 10°cels/larva,
causaram reducdo do numero de hemdcitos gquando comparadas ao grupo
controle. Nota-se ainda que com o passar do tempo este padréo se repete, sendo
que no tempo de 18 h houve diferenca estatistica entre o grupo controle e 0s
demais grupos (P= 0,0436), mas sem diferenca entre os grupos com infecgéo.
Sendo que a ultima contagem possivel do grupo com Candida padronizada em
10°cels/larva foi em 24 h, pois com 48 h todas as larvas desse grupo j& estavam

mortas.
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Figura 28 — Andlise da densidade hemocitaria de G. mellonella infectada com
diferentes concentracOes de C. albicans ATCC 18804
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Fonte: Elaborada pela autora.

Com o intuito de verificar a acdo da TFD no sistema imune de G.
mellonella apds a infeccdo com C. albicans foram determinados os nimeros de
hemdcitos viaveis na hemolinfa das larvas apds os tempos de 3, 6 e 18 h de
infeccdo (Figura 29). Verificou-se que no periodo inicial de 3 h o grupo controle
positivo, apenas infectado com C. albicans sem tratamento apresentou baixo
numero de hemacitos o que diferiu do grupo tratado com laser de 15 J e aquele
tratado com TFD 6 J. Com 6 h todos os grupos infectados apresentam diferenca
estatistica com o grupo controle (P<0.001), e os grupos tratados ainda se
mostraram com maior contagem de hemdcitos que o grupo sem tratamento.
Passadas 18 h somente foi possivel realizar a contagem do grupo controle

negativo, PBS e do grupo tratado com TFD 6 J, visto que nos demais as larvas ja
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se encontravam mortas. O grupo submetido a TFD ap6s 18 h apresentou
aumento do namero de hemdcitos quando comparado ao mesmo grupo de 6 h, o

que sugere que esta terapia proporcionou um aumento no numero de células de

defesa das larvas com o tempo.

Figura 29 — Anélise da densidade hemocitéria de G. mellonella infectada com C.
albicans ATCC 18804 e submetida a terapia laser e TFD
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Fonte: Elaborada pela autora.
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5 DISCUSSAO

Com o crescente aumento da resisténcia de fungos as terapias
medicamentosas existentes, pesquisas vém sendo desenvolvidas em busca de
terapias alternativas no combate as infeccdes causadas por tais patdgenos
(Arvanitis et al., 2013). Uma das terapias que se mostrou amplamente
recomendada foi a TFD.

A TFD ate hoje ndo mostrou induzir resisténcia em micro-organismos, o
que possibilita seu uso amplo e repetido, apresenta alta especificidade néo
comprometendo as areas ao redor do tecido tratado e também possui amplo
espectro de acgéo servindo como terapia tanto para infecgOes causadas por micro-
organismos quanto as neoplasias (Gonzales, Maisch, 2012; Dovigo et al., 2013).

Para a realizacdo de pesquisas para novos tratamentos € preciso o uso de
modelos experimentais. Um modelo que vem sendo usado é a larva G.
mellonella, um invertebrado que ndo possui restricdes eticas de uso, podendo ser
utilizado em grande quantidade, com custo baixo para sua manutencgédo
(Arvanitis et al., 2013; Cook, McArthur, 2013). Este inseto apresenta o sistema
imune comparavel ao nosso, composto por resposta imune celular e humoral. No
qual sua resposta celular tem como agente principal o hemdcito, célula que se
assemelha as células de defesa encontradas em humanos (Ligeza-Zuber, 2012,
Wu et al., 2016).

Nos ensaios de sobrevivéncia as larvas do grupo controle PBS + PBS
ndo apresentaram morte, 0 que indicou que ndo houve morte em virtude da
injaria traumatica causada pela injecdo ou técnica de manipulacdo do animal,
houve controle da técnica utilizada pelo operador. Também no grupo No
injection ndo houve morte de nenhuma das larvas, isso confirmou a qualidade da

criacdo das larvas utilizadas. Todos os grupos infectados que foram tratados, C.
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albicans + PBS + Laser 6 J; C. albicans + PBS + Laser 15 J; C. albicans + Foto
+ Laser 6 J e C. albicans + Foto + Laser 15 J, apresentaram melhora na
sobrevida das larvas, com diferenca estatistica apenas no grupo em que foi
administrada a TFD 6 J com relagdo ao grupo com candida sem tratamento. A
TFD 6 J promoveu a sobrevivéncia das larvas até 48 h, 24 h além daquelas que
ndo receberam tratamento.

Esses resultados se assemelham aos encontrados por Chibebe Jr et al.
(2013), que avaliaram o efeito da TFD em larvas infectadas com duas cepas de
Candida, e verificaram que a TFD utilizada com o uso de azul de metileno bem
como em nosso estudo prolongou a vida das larvas, com infeccéo causada pela
cepa CAN 14,

Merigo et al. (2017), estudaram o uso de diferentes densidades de
energia Laser associadas ou ndo a diferentes tipos de fotossensibilizadores em
infeccdo fangica causada por C. albicans in vitro e in vivo, e também obtiveram
resultados semelhantes aos nossos. Foram testados os fotossensibilizadores, azul
de toluidina, curcumina e eritrosina com seus respectivos lasers em
comprimentos de onda diferentes, vermelho 650 nm, luz azul 450 nm, luz verde
532 nm, com densidade de energia de 10 J/cm? bem como o uso de laser
isolado, como em nosso estudo. Todos 0s grupos tratados apresentaram
diferenca estatistica significante quando comparados ao grupo apenas infectado
com Candida, com o aumento da sobrevida das larvas. O que sugere que tanto o
uso da terapia laser quanto o uso da TFD se mostraram efetivos no controle da
candidose no modelo de G. mellonella.

Porém a acéo da luz visivel associada ao fotossensibilizador depende dos
parametros utilizados na TFD como o comprimento de onda do laser, a
densidade de poténcia que atinge o tecido (Queiroga et al.,, 2011), e a
concentracdo de fotossensibilizador utilizada. No caso do azul de metileno

utilizado em nosso estudo, quando em concentragdes muito elevadas pode ser
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toxico para o tecido do hospedeiro podendo exacerbar o quadro inflamatorio,
além de seu excesso ser capaz de formar uma barreira Optica durante a
irradiacdo. Assim impossibilitando a passagem da luz e a acdo da TFD (Suzuki,
2014).

Com relacéo a cepa clinica de Candida 17 todos os grupos tratados, C.
albicans + PBS + Laser 6 J; C. albicans + PBS + Laser 15 J; C. albicans + Foto
+ Laser 6 J e C. albicans + Foto + Laser 15 J, também apresentaram aumento na
sobrevivéncia das larvas infectadas e tratadas em relagdo ao grupo controle, com
infeccdo que ndo recebeu terapia. Entretanto, ndo foram observadas diferencas
estatisticas entre 0s grupos.

Chibebe Jr et al. (2013) quando analisaram em seu estudo a efetividade
da TFD sob o isolado clinico de C. albicans da cavidade bucal de pacientes com
candidose orofaringea resistentes a azoOis também observaram melhora nas
sobrevida das larvas infectadas, porem ndo obtiveram diferenca estatistica
significante. Sugerindo que a TFD possa ndo ser tdo efetiva em cepas clinicas
que apresentem resisténcia a antifungicos.

Outra hipotese pode estar relacionada a diferencas existentes em micro-
organismos pertencentes a mesma espécie. Fungos e bactérias de mesma espécie
podem apresentar diferentes padrdes de susceptibilidade a TFD, isso devido a
alguns determinantes metabolicos intrinsecos existentes em cada um como a
defesa enzimatica contra espécies reativas de oxigénio e bombas de efluxo que
reconhecem moléculas de fotossensibilizadores (Prates et al., 2011).

No estudo de Chibebe Jr et al. (2013) observou-se que a TFD em larvas
infectadas com isolados clinicos resistentes a antifingicos associada ao uso de
antifungicos promovia aumento da sobrevida das larvas quando comparados aos
grupos onde o uso da TFD foi isolado. Sugerindo a TFD aliada a terapia
antifangica poderia ser efetiva em infeccbes em larvas de G. mellonella

causadas por cepas clinicas resistentes.
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Na avaliacdo do comportamento do sistema imune de G. mellonella apés
a infeccdo com C. albicans ATCC 18804 a suspensdo usada 10°cels/larva
apresentou reducdo gradativa do namero de hemadcitos quando comparada a
concentragdo de 10°cels/larva e o grupo controle apenas com PBS. Sendo que
com 18 h houve diferenca estatistica entre o grupo controle e os demais grupos.
Bergin et al. (2003) obtiveram como resultado de seu estudo com diferentes
cepas de fungos, dentre as quais espécies de candida, que larvas inoculadas com
isolados mais patogénicos apresentaram reducdo mais significante na densidade
hemocitaria, j& larvas inoculadas com isolados de baixa patogenicidade
demonstraram apenas uma pequena alteracdo na densidade de hemacitos. Os
resultados desses estudos sugerem que a flutuacdo ou alteracdo no numero de
hemdcitos pode ser usada para determinar a patogenicidade de micro-
organismos.

Isso vai de encontro com os resultados encontrados na anélise de
densidade de hemdcitos em nosso estudo, em que a concentracdo 10°cels/larva
apresentou maior queda do numero de hemaocitos ao longo do tempo, e esses
resultados coincidem com a curva de sobrevivéncia com diferentes
concentragcdes de C. albicans, na qual a suspensdo inoculada em larvas de
10°%els/larva foi a que apresentou morte mais rapida das larvas quando
comparada a concentracdo de Candida de 10°cels/larva.

Com o intuito de verificar a acdo da TFD no sistema imune de G.
mellonella apds a infeccdo com C. albicans ATCC 18804 foram determinados
0s nameros de hemdcitos viaveis na hemolinfa das larvas apds os tempos de 3, 6
e 18 h de infeccdo. Houve aumento do nimero de hemdcitos nos grupos tratados
com relagdo ao grupo infectado em todos os tempos analisados, o que sugere
que esta terapia proporcionou um aumento no ndmero de células de defesa das

larvas com o tempo.
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Similar ao nosso estudo Tanaka et al. (2012) buscaram avaliar o efeito
da TFD na resposta imune porém murinos foram o modelo experimental.
Utilizaram em seu estudo a TFD associada ao azul de metileno, de forma
terapéutica e profilatica na infeccdo de artrite em joelhos de modelos de ratos,
causada por Staphylococcus aureus. Observaram que a TFD aplicada de forma
terapéutica promoveu migracdo e acumulo de neutréfilos no local da infecgédo e
esta foi reduzida. A TFD quando utilizada antes da inoculagdo bacteriana
promoveu acumulo rapido de neutréfilos no local, ja que resultou na inibicéo do
estabelecimento da infeccdo, sugerindo a ativacdo da resposta imune inata
mediada pela acdo da TFD.

Ainda faltam estudos da influencia de TFD e terapia laser no sistema
imune em modelos experimentais para que se possa concluir seu efeito. Sao
necessarios testes de diferentes dosimetrias do laser e concentracBes de
fotossensibilizadores a fim de elaborar um melhor protocolo para o tratamento

de infeccbes fungicas.
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6 CONCLUSAO

Concluiu-se com esse estudo que a TFD e a terapia laser influenciaram
de maneira positiva na melhora da infeccdo por C. albicans, cepa ATCC 18804

e isolado clinico 17, em modelo hospedeiro de G. mellonella.
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