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RESUMO

CAFACE, R. A. Caracterizacao da interacao e incorporacio de fotossensibilizadores em
células de Candida albicans para inativacdo fotodinamica. 2020. 128p. Tese (Doutorado

em Ciéncias) — Instituto de Fisica de S@o Carlos, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Carlos,
2020

Me¢étodos para o controle microbiologico vem se tornando um desafio atualmente, pois muitos
microrganismos apresentam resisténcia aos medicamentos convencionais, como ¢ o caso da
Candida albicans, uma levedura presente no organismo humano que pode ocasionar patologia
em mucosas. A inativacdo fotodinamica é uma técnica utilizada na descontaminacdo
microbiana e tratamento de infecg¢des. Esta inativagdo consiste na utilizagdo de um agente
fotossensibilizante, luz no comprimento adequado e oxigénio para desencadear a geracdo de
agentes citotoxicos. Neste trabalho foram realizadas analises espectroscopicas, quantificagdo
do crescimento através da absorbancia, interagio e a agdo da molécula Photodithazine® (PDZ)
e quatro formulagdes de curcuminas para internalizar com células de C. albicans. A proposta
deste trabalho ¢ caracterizar as células de C. albicans por meios espectroscopicos e estudar a
interacdo com fotossensibilizante com baixas doses de luz, até 20 J.cm™ e propor um
protocolo de iluminagdo seriado para que torne mais eficiente a aplicacdo da inativagdo
fotodinamica. A interacdo e a agdo dos fotossensibilizadores em C. albicans foram estudadas
temporalmente através da microscopia de fluorescéncia confocal com excitagdo por 1 (1P) e 2
fotons (2P) nos modos canal e espectral e imagens de tempo de vida. Este trabalho demonstra
que uma alta internalizag¢do pode ser induzida pela luz de excitagdo para ambos
fotossensibilizadores. Esta internalizacdo induzida pode ser realizada em baixas doses de
radiagdo luminosa por 1P e 2P e favorece uma internalizagio homogénea dos
fotossensibilizadores em grandes areas. Apenas a incorporagdo induzida com luz intercalada
(seriada) levou a morte das células na area iluminada por iluminagdo 1P e por 2P. Para
iluminacdo em PDZ com laser em 800 nm, a dose de irradiacdo média necessaria para induzir
a internalizagdo foi de 8 J.cm™, enquanto para o laser continuo de 405 nm, a dose média foi de
9 J.em™. Assim, os resultados indicam que realizar uma iluminagéo seriada com doses baixas
(até 1,0 J.cm™) durante a irradiacdo de luz induz a internalizagio acumulativa da concentragio
do FS através da producdo de pequenos danos na parede celular.

Palavras-chaves: [luminagao seriada. Microscopia confocal. Photodithazine®. Curcumina.






ABSTRACT

CAFACE, R. A. Characterization of the interaction and incorporation of
photosensitizers in Candida albicans cells for photodynamic inactivation. 2020. 128p.
Tese (Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidade de Sao Paulo,
Sdo Carlos, 2020.

Methods for microbiological control are becoming a challenge today, as many
microorganisms are resistant to conventional drugs, as is the case of Candida albicans, a yeast
present in the human body that can cause mucosal pathology. Photodynamic inactivation is a
technique used in microbial decontamination and treatment of infections. This inactivation
consists of the use of a photosensitizing agent, light of the appropriate length and oxygen to
trigger the generation of cytotoxic agents. In this work, spectroscopic analyzes, growth
quantification through absorbance, interaction and the action of the Photodithazine® (PDZ)
molecule and four curcumine formulations to internalize with C. albicans cells were
performed. The purpose of this work is to characterize C. albicans cells by spectroscopic
means and to study the interaction with photosensitizers with low doses of light, up to 20
J.cm? and to propose a serial lighting protocol to make the application of inactivation more
efficient. photodynamics. The interaction and action of photosensitizers in C. albicans were
studied temporally through confocal fluorescence microscopy with excitation by 1 (1P) and 2
photons (2P) in channel and spectral modes and life time images. This work demonstrates that
a high internalization can be induced by the excitation light for both photosensitizers. This
induced internalization can be performed in low doses of light radiation by 1P and 2P and
favors homogeneous internalization of photosensitizers in large areas. Only the incorporation
induced with intercalated (serial) light led to the death of the cells in the area illuminated by
1P and 2P illumination. For lighting in PDZ with laser at 800 nm, the average irradiation dose
required to induce internalization was 8 J .cm?, while for the 405 nm continuous laser, the
average dose was 9 J.cm™. Thus, the results indicate that performing serial illumination with
low doses ( 1.0 J.cm™) during an irradiation of light induces the cumulative internalization of
the FS concentration through the production of small damages in the cell wall.

Keywords: Serial ilumination. Confocal microscopy. Photodithazine®. Curcumin.






Figura 1 -

Figura 2 —

Figura 3 —

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

Figura § -

Figura 9 -

Figura 10 -

LISTA DE FIGURAS

Esquema ilustrativo dos principais componentes opticos da microscopia

confocal de fluorescéncia de varredura a laser. .......ooeveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeane

Diagrama de Jablonski. Quando uma molécula absorve um determinado
comprimento de onda, representado pela seta amarela, a molécula
absorvera esta energia e excitara como representada pela seta vermelha.
A seta azul indicando para baixo representa a fluorescéncia, a seta verde
aponta para baixo representa a fosforescéncia e as linhas pretas mostram
os sistemas sendo Si, o estado singleto excitado e e Ti, o estado tripleto,
e a seta marrom sinaliza o cruzamento inter sistemas, ou relxamentos,

que envolve estados singletos € tripletos. ........cevveriiriiiiiiinicnicniciiececee

Quando um féton ¢ absorvido pelo fotossensibilizador, o elétron passa de
um estado singleto de baixa (Sp) energia para um estado singleto de alta
energia (S1 ou Sy). Este estado excitado pode perder energia emitindo um
foton (fluorescéncia) ou por conversdo interna (decaimento ndo
ratiativo). O processo conhecido como cruzamento inter sistemas envolve
a inversdo do spin de alta energia, permitindo uma excita¢do prolongada
para o estado tripleto (T1), Na presenca do O excitado sdo formados os

mecanismos tipo [ e II que danificam biomoléculas...........c.ccceveeniinencnee.

Espectro de absorbancia do PDZ no intervalo do comprimento de onda
no visivel, indicando os trés principais picos, em 403 nm, 504 nm e 655

TUITL. ettt ettt h bt bbbt b bbbt eh bbbt bbb bt bbbt eaes
Estrutura quimica do PDZ .......cccoiiiiiii e

Estrutura quimica dos elementos curcumindides. ..........cocoeveeeieeiieeneeneennenne

As interagdes proteina-curcumina que sdo facilitadas pelos oxigenos que
aceitam ligagdes de hidrogénio da curcumina dicetonica (em cima) e

curcumina endlica (€M DAIX0)......cccuieriierienierie e

Imagem do equipamento utilizado para emissdo de luz em comprimento
de onda de interesse. A esquerda, figura A, mostra a Biotable 450 nm
(azul) desligada (esquerda em A) e ligado (direita de A) com um
anteparo protetor. A direita, figura B, mostra a Biotable 660 nm
(vermelho) desligada (esquerda em A) e ligado (direita de A) com um

ANLEPATO PrOLETIOT. ..uvviiiiiiiiiiiii

(A) exemplo de um crescimento a partir da concentragdo de candida
medida em 0,67 de absorbancia, e (B) exemplo esquematico do processo
de diluicdo para a contagem de unidades formadores de colonias

(PlaqUEAMENTO). ....eieiiiiniieiieiie ettt ettt st

Cary UV-Vis 50 — VAIIan. ...c..cooviiiiiiiiiieniceiceeeeeeieesieeee et

.52

.39

.42

47

.49

.54



Figura 11 -

Figura 12 -

Figura 13 -

Figura 14 -

Figura 15 -

Figura 16 -

Figura 17 -

Figura 18 -
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a) Secdo de choque de absor¢do (c.=Abs/dN) obtida das medidas de
absorbancia para o PDZ em PBS na concentragdo molar de 10 pM. Nesse
grafico ¢ mostrado a emiss@o do PDZ para excitagdo em 405 nm. O
espectro de fluorescéncia do PDZ ¢ mostrado para comparacgdo; b)
Dependéncia da absorbancia para a banda de Souret em 405 nm e para a
band Q mais intensa em 655 nm para concentragdes molares variando de

481nM a 12,3 M. (oo

Espectros de absorbancia do PDZ apds sofrer efeito de diferentes doses
de luz de comprimento de onda: a)de 660 nm e b) em 450 nm em uma
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acompanhamento térmico do PDZ, cuja estabilidade ¢ preservada até
50°C, como a intengdo ¢ futuramente utiliza-la em teste in vivo esta
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com excitagdo por 2P em 800 nm e com ampliacdo de 63x da
fluorescéncia do PDZ interagindo com C. albicans. As células na
concentragio de ~107 cm™ foram incubadas com FS a 10 uM no escuro.
A cor falsa em verde (canal 1) representa a autofluorescéncia provinda do
nlcleo das células, enquanto a cor avermelhada (canal 2) representa a
fluorescéncia do PDZ. b) Perfil da intensidade da fluorescéncia ao longo
da seta branca passando por uma célula viavel da Figura 23a. O perfil da
intensidade para o PDZ (canal 2) foi ajustado por duas gaussianas nas
paredes (linha continua vermelha). somado a uma intensidade de fundo
constante (linha tracejada cinza). J4 a autofluorescéncia do nucleo foi
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Comparagdo entre imagens e caracteristicas espectrais de emissdo da C.
albicans em solugdo de PDZ para excitac¢do 1P (a, a') e 2P (b, b', ¢), bem
como concentragdes molares de 10 uM (b, b') e 25 uM (a, a',c). As
regides de interesse nas imagens que foram utilizadas para a avaliacdo da
emissdo foram a solu¢do de PDZ (circulo laranja), o meio intercelular de
uma célula viavel (circulo rosa), o meio intercelular de uma célula ndo
viavel (circulo verde) e a parede celular (circulo em azul). O espectro de
emiss@o do PDZ (linha preta) depositado sobre a lamina de vidro do pogo
foi utilizado para comparag@o. As mesmas condigdes experimentais da
Figura 23 foram utilizadas nesse experimento, em relagdo a Optica
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a) Comparagdo da absorbancia do PDZ em solucdo aquosa (e=1,35x10°
M-em™) em funcio da concentragdo molar Cy para duas outras situagdes
ndo convencionais podem que produzem um comportamento fora
daquele linear esperado pela lei Beer-Lambert no grafico log-log (reta
continua vermelha). A curva continua preta ¢ a situagdo em que uma
fracdo das moléculas em solucdo depositam nas paredes da cubeta
formando uma monocamada. A outra é aquela em que uma fracdo das
moléculas ¢ subtraida da solugdo de PDZ por interagdo com a parede
celular de C. albicans ou pela internalizacdo em um numero fixo de

células adicionada a cada solu¢do de PDZ de concentragdo nominal Ch.......

Acompanhamento da internaliza¢do induzida por luz (laser 2P em 800
nm) d PDZ na concentragdo de 40 uM. As imagens foram feitas depois
de aplicacdes de doses: (a) 0 J.cm™, (b) 4 J.em™; (c) 7 J.em?; (d) 12 J.cm’
2 e (e) 20 J.em™ A imagem expandida (f) mostra a area iluminada
comparada a area mantida no escuro apos a entrega de dose final de 22
J.em™? na érea irradiada. As identificagdes R1, R2 e R3 sdo as areas

analisadas na F1gura 27. .....coooiiiiiiiiii e

Comportamento da fluorescéncia do PDZ nas regides destacadas durante
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representa a regido irradiada mostradas na Figura 26, indicando a
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Imagem de microscopia confocal associada com a irradiagdo por laser de
1P. A identificagio Area T representa o perimetro da toda a ares da
imagem da microscopia, as identificagdes R1, R2, R3 e R4 sdo as areas
que foram analisadas na Figura 29. No canto superior esquerdo de cada
imagem de microscopia estd a identificacdo da dose de luz irradiada,
sendo I, II, IIl e IV as doses de luz de a) 0 J.cm'z,b) 9J.ecm? c)21 J.em?
, d) 30 J.cm™e e) 42 J.cm™, respectivamente. A imagem expandida f)
mostra a area iluminada comparada a area mantida no escuro apos a
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a) Comportamento da fluorescéncia do PDZ da érea irradiada durante o
periodo de iluminagdo para trés concentra¢des diferentes com laser
pulsado em 800 nm. b) Comportamento da fluorescéncia do PDZ da area
irradiada durante o periodo de iluminagdo para trés concentragdes
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Acompanhamento sistematico da aplicacdo de doses sucessivas aplicadas
em células de C. albicans em solugdo de PDZ a 40 uM em PBS através
de excitacdo por 1P em 405 nm até atingir um valor D=13 J/cm2. Esta
dose ¢ pouco acima da dose de 4 J/cm2 em que a intensidade do PDZ
comega a aumentar no interior das células (parte 1). As imagens sdo da
area 1luminada para a) doses zero e b)13 J/cm2 e da area com campo de
visdo ampliado feita no final da serie temporal (parte 2) apds 20 min
mostrando a 4rea irradiada no centro; d) grafico da evolugdo da
intensidade da emiss@o do PDZ dentro da area irradiada para a primeira
parte (circulos fechados cinzas) e para a segunda parte (circulos abertos)
em fun¢do do tempo. A linha tracejada fo1 utilizada para indicar que, no
intervalo de tempo entre a primeira e a segunda parte do experimento foi
interrompido para se estabelecer as condi¢des de medida necessarias para
A PATEE 2. ettt ettt e ettt e s e

a) Imagem de microscopia de fluorescéncia no modo canal, adquiridas de
415 a 620 nm, com marcadores LA ¢ BE. A area destacada em ciano
representa a area irradiada, e as areas destacadas em azul e amarelo
representam areas de interesse em que foi obtido seus espectros; (b)
Espectro de emissdo referentes as regides destacadas em azul e amarelo.
As células com cor em verde representam as células viaveis, enquanto as
avermelhadas representam as células comprometidas...........cccceeveereennnnnne.

Células de C. albicans incubadas com 20 pM de PDZ e pré-iluminagdes
com LED em 450 nm e doses de: (a) 0 J.cm-2; (b) 1 J.cm-2; (c) 5 J.cm-2.

Viabilidade celular de C. albicans com interagdo com o PDZ iluminado
com LED em comprimento de onda de 660 nm, com dose exposta de
forma continua (barras azuis) e seriada (barras amarelas), as barras
verdes sdo os controles (sem luz e sem FS) e (sem luz e com FS). .............

a) Decaimento temporal da emiss@o do PDZ em escala monolog e b)
histograma de tempos de vida obtidos em diferentes ambientes. A direita,
imagens de tempo de vida, FLIM, relacionadas aos graficos a direita, c) a
parede celular; as regides irradiadas interna e ndo irradiada externa, d)
regido ampliada para evidenciar que apenas onde a irradiagdo ocorreu ha
uma maior presenga de PDZ e) superficie do vidro; f) imagem de
imagem de microscopia confocal no modo canal para comparagdo com a
imagem d). A concentracdo nominal utilizada do PDZ foi de 20 uM. ........

a) Decaimento temporal da emissdo do PDZ em escala monolog e b)
histograma de tempos de vida obtidos dentro de células presentes na area
irradiada por laser 2P apds aplicar diferentes doses. Os dois graficos
também mostram decaimento e histograma na mesma darea, porém
medidos apds esperar incorporacdo por 20 min da aplicagdo da ultima
dose de 30 J/cm? (linha cinza). Para comparacdo, foi incluido o
decaimento e o histograma avaliados na parede da cé¢lula de C. albicans
na area ampliada ndo irradiada depois do experimento. A concentragio
nominal utilizada do PDZ foi de 20 uM. As curvas continuas em
vermelho sdo os decaimentos obtidos pelo ajuste biexponencial. ...............
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Medidas de série temporal de microscopia confocal com exposicdo
seriada utilizando luz laser (a) e b)) e de medidas da recuperacido da
fluorescéncia apos fotodegradagdo, FRAP (c) e d)). Os dois experimentos
foram realizados utilizando a mesma 4rea da amostra contendo 10’
células de C. albicans em PBS contendo PDZ a 20 uM. A mesma
configuragdo experimental foi estabelecida nas duas séries temporais
utilizadas no experimento para as quais imagens foram feitas a cada 30
segundos para acompanhar a incorpora¢do do PDZ apds entregar 8 doses
seriadas (marcadas pelas barras verticais), cada uma de 20 J/cm? no
primeiro experimento. A dose entregue durante a fotodegradacgdo
(marcadas pelas barras verticais) no segundo experimento foram
estabelecidas para produzir uma queda de 20% na intensidade de
fluoresceéncia do PDZ. ......cc.ooiiiiiiiiiiiiiiiiieisteeeeeeee s

Acompanhamento da interag@o e incorporagdo da PDZ em uma célula de
Candida albicasn apresentando que a incorporacdo acontece apds toda a
parede ser preenchida com o FS.........coccoiiiiiii

Acompanhamento temporal de uma célula sadia que recebe um substrato
de uma outra célula comprometida que induz uma incorporagéo do PDZ. ...
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Figura 46 -

Figura 47 -

Curva de recuperagdo da curcumina em uma regido externa (sem aplicar
IFD) e interna (aplicado IFD) em um intervalo de tempo de 30 minutos
com medidas a cada um minuto, para as formulagdes de curcumina a)
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1 Introducao

As aplicagdes da luz estdo presentes no dia a dia nas mais diversas areas, de uma
simples sinalizacdo de semaforo até a cirurgias corretivas oculares. Uma crescente aplicacio
para a luz, principalmente no intervalo conhecido como luz visivel, 380 nm a 740 nm, ¢ a
inativagdo fotodindmica mediante a um agente fotossensibilizante.!"

Um problema que a sociedade vem enfrentando ¢ devido ao aumento da resisténcia de
bactérias*® e fungos,”!? decorrentes de usos prolongados de tratamentos convencionais com
antibioticos e antifingicos, respectivamente.

Neste cenario, a inativacdo fotodinamica (IFD) apresenta-se como um tratamento
alternativo para controle microbiologico, sendo este tratamento de facil utilizagdo e
mostrando ser eficiente no controle microbiologico.!*1

Um patogeno que causa infeccdes em humanos ¢ a Candida albicans, sendo esta esta
espécie mais comum do género Candida. Devido a crescente grande resisténcia da levedura

1721 "3 inativacdo

aos antifingicos como fluconazol, anfotericina B e caspofungina,
fotodinamica mostra-se como uma proeminente e eficaz alternativa para conter esse
microrganismo.

A utilizag@o de luz para combater enfermidades ja ¢ conhecida ha muitos séculos atras,

2 contudo

os gregos e os egipcios ja conheciam as propriedades da luz de forma curativa,’
somente no século XX que a ativagdo com luz voltou a ser usada na pesquisa, tendo como
Marco o trabalho de Niels Ryberg Finsen, agraciado com o prémio Nobel em 1903, pelo
trabalho de tratamento da Lupus vulgaris ou tuberculose luposa, a forma mais comum de
tuberculose cutidnea concomitantemente com a sua descoberta da terapia com luz.?2%?

A TFD caracteriza-se por um conjunto de fatores quimicos, fisicos e bioldgicos, que
ocorrem com a administracdo de fotossensibilizadores (FS), seguido de radiagdo de luz em
comprimento de onda especifico.!* O mecanismo de aplicagdo da técnica ¢ irradiar com doses
de luz podendo variar da ordem de 50 a 200 J.cm™, dependendo do FS e sua concentragdes
pode variar da ordem de centenas de microgramas.!'? 2224

A proposta deste trabalho ¢ otimizar a utilizacdo dos FS, clorina e curcumina, e
diminuir a exposi¢do da luz necessdria para ocorrer uma inativacdo fotodindmica mais

eficiente, sem a utilizag@o de fatores ou equipamentos diferentes dos ja usados na IFD.
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1.1 Estrutura do trabalho

Este trabalho foi dividido em 5 sec¢des, sendo a primeira a Introdugdo que abordou
resumidamente os principais topicos que serdo abordados neste trabalho.

A segunda se¢do sera o capitulo “Objetivos” que apresentara as propostas de
experimentos ¢ metodologias aplicadas no decorrente trabalho e quais os resultados
esperados.

A terceira secdo sera o capitulo “Referencial Tedrico” embasamento tedrico sobre os
mecanismos, compostos e aplicagdes publicados em trabalhos académicos. Nesta segdo
aprofundard os conhecimentos das areas envolvidas neste trabalho.

A quarta se¢do, o capitulo “Metodologia”, apresentara os compostos em metodologias
aplicadas para a realizacdo desse trabalho, bem como esta descri¢do os protocolos utilizados.

Quinta se¢do, capitulo “Resultados e Discussdes”, discutira os resultados e analises
das intera¢des os compostos FS com a levedura de C. albicans, apresentando as observagdes a
partir das medidas espectroscopicas e microscopicas confocal, das interagdes dos FS em
condigdes escuras, IFD, viabilidade celular.

Na ultima se¢@o, capitulo “Conclusdo”, concluird os resultados compilados e
analisados neste trabalho indicando os pontos fortes e agdes necessarias para realizar maiores

investigagoes.
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2 Objetivos

2.1 Objetivos Geral

Estudar a interacdo de dois FS sendo um de composto formado por clorina, de nome
comercial Photodithazine® (PDZ) e um de origem de curcumina, com as células de C.
albicans (CA) com duas exposi¢des de doses de luz diferentes para melhorar a inativagdo

fotodinamica.
2.2 Objetivos especificos -Microrganismo

1. Quantificar através de microscopia confocal as células de C. albicans
11. Identificar a densidade de células que permita uma analise da interagdo do FS

com as cé€lulas que estejam proximas de condigdes metabdlicas in vivo.

2.3 Objetivos especificos -PDZ

1. Caracterizar o PDZ.

ii.  Estudar a interacdo do FS em célula de C. albicans por meio das imagens de
microscopia confocal de fluorescéncia e das imagens de tempo de vida de
fluorescéncia.

1. Avaliar o efeito da iluminagdo seriada no aumento da internalizacdo de PDZ em
células de C. albicans.

1v. Verificar a morte celular.
2.4 Objetivos especificos — Curcumina

1. Caracterizar os compostos de curcumina.
ii.  Estudar as interagdes dos FS nas células de C. albicans por meio de imagens de
microscopia confocal de fluorescéncia e de imagens de tempo de vida de

fluorescéncia.
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11l. Avaliar o efeito da pré-iluminagdo no aumento da internalizagdo de curcuminas
em células de C. albicans.

1v. Verificar a morte celular.
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3 Referencial bibliografico

3.1 Género Candida

Os fungos e leveduras sdo células eucariontes e apresentam parede celular, em sua
maioria. A maquinaria celular ¢ a mesma apresentada em células animais e que correspondem
a um problema para aplicag@o a tratamentos antifungicos comumente utilizadas, pois afetam
as vias correspondentes tanto as células fingicas como as células animais, desta forma, sendo
toxicos para as células animais. 2% 2

A candidiase ou candidose ¢ a mais frequente micose oportunista, sendo o agente
causador a Candida sp.** Uma levedura capaz de desenvolver doengas em diversos niveis
teciduais, como: superficial, cutinea, subcutinea ou sistemica.?’ As condi¢cdes do hospedeiro
sdo importantes na patologia provocada por estas leveduras, desta forma qualquer 6rgéo pode
ser atingido por esta levedura.!*-%°

A candidiase ¢ uma doenca dificil de ser diagnosticada devido ao seu amplo quadro de
variagdes na apresentacdo clinica e ao grande numero de variedade de espécies
potencialmente patologicas, entre as espécies conhecidas de Candida sp sdo catalogadas 80
espécies de Candida como a: C. albicans, C. guillerrmondii, C. krusei, C. parapsilosis, C.
stellatoide, C. tropicalis, C. keftyr, C. lusitaniae, C. pseudotropicalis, C. dubliniensis e C.
glabrata.*® Das espécies patogénicas a C. albicans é a mais comumente encontrada nas
mucosas respiratorias, digestivas e genitais. '3 20-2!

A espécie mais prevalente do género Candida é a C. albicans®*®. Outras espécies de
Candida estdo se tornando a causa mais comum de infec¢des mucocutaneas e sist€émica em
pacientes, ou modelos, imunocomprometidos. 2%’

As leveduras sdo fungos unicelulares, sendo a maioria classificada como ascomicito.
As células das leveduras sdo geralmente esféricas, ovais ou cilindricas e a divisdo celular
geralmente ocorre por brotamento. No processo de brotamento, uma nova célula ¢ formada
como uma pequena protuberancia na célula antiga, o broto geralmente aumenta de tamanho e
entdo se separa.?’

Embora a maioria das leveduras reproduza-se apenas como células individuas,

algumas leveduras podem formar filamentos sob certas condi¢des. Por exemplo a fase

filamentosa ¢ essencial para a patogenicidade de C. albicans, uma levedura capaz de causar
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infecgdes vaginais, orais ou pulmonares, e em pacientes com a sindrome da imunodeficiéncia

adquirida, SIDA, ou do inglés AIDS — Adquired ImmunoDeficiency Syndrone.*

3.2 Cultivo da cultura microbiolégica

A C. albicans apresenta uma cinética de crescimento que compreende tipicamente
cinco fases: fase de laténcia ou fase de aceleragdo; fase logaritmica ou fase log; fase de
desaceleragdo; fase estacionaria e fase de morte.!” Fase de laténcia: a primeira parte da curva
corresponde a fase de laténcia, chamada também fase de adaptagdo ou lag, durante a qual o
fungo se adapta as novas condigdes fisico-quimicas do meio, pH, temperatura, salinidade,
presenca de inibidores, nutrientes.!” Neste periodo, o fungo modifica seu metabolismo para
poder crescer no meio fresco. Geralmente, ocorre uma fase /ag por medida em que as células
do imdculo provenham de uma cultura que tenha deixado de crescer, entrando da fase
estacionaria devido ao esgotamento de substrato ou a acumulag@o de téxicos metabolicos.
Essas células necessitam de um certo tempo para recompor seu metabolismo e para se adaptar
a0 novo meio."’

A duragdo da fase /ag se relaciona com o tempo em que as células inoculadas
estiverem na fase estacionaria ou enquanto o meio novo diferir do anterior. A fase log pose
ser reduzida se o inoculo vier de uma cultura em fase de crescimento exponencial ou quando
existir uma pré-adaptacdo as novas condi¢cdes ambientais. Assim, o fungo se encontrara em
um periodo de crescimento ativado ao se por em contato com as novas condigdes.”

Depois da fase lag, o breve periodo na qual a velocidade de crescimento aumenta até
alcancar a fase seguinte, que sera a fase exponencial, ou /og ou fase de aceleragao.

A fase exponencial ¢ a fase de crescimento na qual a populacdo celular se duplica de
forma exponencial com o tempo. O crescimento € expresso pelo incremento da biomassa,
fungos filamentosos e levuriformes, ou pelo niimero de células, fungos levuriformes, em

funcdo do tempo. O crescimento da populagdo ¢é proporcional, pode-se ser expresso

matematicamente por

2= (3.1

Onde: x é a concentracdo de biomassa, em g.L!, ou concentracio de células do
) de células.L!, t é iodo t 1 1 d iment h <
namero de células.L™', t € o periodo temporal no qual se mede o crescimento, em horas, e p ¢

a velocidade especifica do fungo.
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3.3 Tratamentos convencionais

A candidiase no humano ocorre na mucosa do hospedeiro, com isso o diagndstico de
candidiase ¢ essencialmente clinico e baseia-se no reconhecimento da les@o pelo profissional
especializado.?® O tratamento para uma recuperacio eficiente ¢é ter um diagnostico precoce da
infecdo. Para tal, sdo aplicados antifiingicos para inibir o crescimento ou a proliferacdo da
levedura. Como ambas as células fingicas e humana sdo células eucaridticas, possuem
mecanismos metabolicos, sintese proteica parecidos e divisdo celular semelhante entre as
células, sdo poucos os alvos que os antifungicos atuam sem maiores complicagdes nas células
humanas.*?

Portanto, um tratamento conhecido para lesdes fingicas ¢ a quimioterapia antifingica
que se utiliza como alvo principal o ergosterol, um esterol similar ao colesterol em células
mamiferas, presente em células flngicas. Estes tratamentos baseiam-se na utilizagdo de

1.33 Destes medicamentos

farmacos antifingicos azois que bloqueiam a sintese do ergostero
encontra-se o cetoconazol, fluconazol, isavuconazol, itraconazol, posaconazol e voriconazol,
que ji mostram estudos de resisténcias da C. albicans a estes farmacos.**> Outro alvo deste
tratamento ¢ a proteina estrutural glucano, presente na parede flingica e que ¢ inexistente em
c¢lulas mamiferas. O tratamento utilizado, sdo farmacos como o equinocandinas que inibem a
sintese de B (1,3)-D-glucano e consequentemente, inibem a produgio da parede celular.?*34

Antifingicos poliénicos como a nistatina e anfotericina B sdo frequentemente
utilizados no tratamento de candidiase, principalmente a candidiase oral. Para fungos, a
resisténcia a estes farmacos sdo raras porém existe uma resisténcia consideravel a C.
albicans.*

A agdo deste farmaco acontece ligando-se ao ergosterol da membrana plasmatica do
fungo ou levedura e, desta forma, aumentando a permeabilidade da membrana através de
poros, permitindo o vazamento de componentes celulares essenciais conduzindo a morte

celular.’3 %7

3.4 Espectroscopia
A espectroscopia Optica estuda a emissio e a absorgdo de luz pela matéria.®®
Correlacionando a transi¢do entre os estados energéticos da matéria, desta forma quando o

sistema se encontra no estado com energia fundamental (estado energético estacionario) e €
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exposto a uma radiag@o eletromagnética por um determinado tempo este estado absorve
energia que o permite estar em um estado mais energético (estado excitado).*’

Um aspecto fundamental da espectroscopia de fluorescéncia ¢ a medig¢do da absorc¢ao
de luz. Varios fatores podem resultar nas medi¢des de absorc¢do de luz. A partir da relagdo de
Beer- Lambert, que permite descrever as razdes dos desvios desta lei. Considerando uma
placa fina de solugiio de espessura dx que contém N (moléculas.cm™) que absorvem luz por
centimetro cubico (figura 1). Seja ¢ a segdo de choque transversal efetiva para absor¢do (em

cm?).* A intensidade da luz (dl) absorvida por espessura dx ¢ proporcional a intensidade da

luz incidente I como para ¢ ¢ N, como dado pela relagdo abaixo

dx

Figura 1 - Esquema do caminho que a luz absorvida quando atravessa uma solugdo, a luz incidente tem
intensidade inicial Iy ¢ quando atravessa amostra de espessura d a luz transmitida tem intensidade

final igual a I.
Fonte: Adaptada de LAKOWICK.*®

Considerando uma placa fina de solugdo de espessura dx que contém N
(moléculas.cm?) que absorvem luz por centimetro cubico (figura 1). Seja ¢ a se¢io de choque
transversal efetiva para absor¢io (em cm?). A intensidade da luz (d/) absorvida por espessura
dx ¢ proporcional a intensidade da luz incidente I como para 6 ¢ N, como dado pela relagio

abaixo

dl (3.2)
dx

Reorganizando a relagdo e integrando os termos, temos a relacionando a espessura da
solucdo

I
lnTO — oNd (3.3)
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Sendo d a espessura da amostra, esta ¢ a equagdo de Beer-Lambert, que ¢ normalmente
utilizado com uma forma alternativa, em fungdo de ¢ e ¢, que representa o coeficiente de

extingdo molar (M!.cm™) e concentracdo (M.L!), respectivamente

logTO = gcd = densidade Optica G4

Combinando as relagdes (3.3) e (3.4) ¢ possivel correlacionar o coeficiente de extingdo
(¢) com a segdo de choque transversal para a absor¢do da luz.’’ Desta forma, serd possivel
caracterizar com precisdo centros espalhadores, como exemplo, as c¢lulas de microrganismos

por medidas espectroscopicas.
3.4.1 Espalhamento Rayleigh

Quando uma onda eletromagnética cai sobre uma particula isolada, a mesma ¢
absorvida ou espalhada. Se a frequéncia da onda ® ¢ removida de qualquer frequéncia
ressonante 1, a absor¢do da onda ¢ desprezada, e somente o espalhamento ¢ necessario e pode
ser considerado.*

O espalhamento Rayleigh ocorre quando o tamanho da particula ¢ muito menor que o

comprimento de onda, o campo de onda neste caso é essencialmente uniforme.*

3.4.2 Espalhamento Mie

O espalhamento causado por uma particula esférica de tamanho arbitrario foi descrito
analiticamente por Mie em 1908,'* 4! a partir das equagdes de Maxwell, deduzindo como
ondas eletromagnéticas de comprimento de onda A sdo perturbadas ao interagem com esferas
homogéneas de raio r.*'"*? A radiacio que atinge e atravessa a particula gera fendmenos
distintos, genericamente denominados espalhamento;

Reflexdo e refracdo as ondas eletromagnéticas que atingem a superficie da particula
podem ser parcialmente refletidas e parcialmente refratadas. A distribuigdo angular da luz
espalhada depende da conformag@o do objeto. Na reflex@o, a onda retorna ao meio com o
mesmo angulo da onda incidente com relacdo a normal a superficie da particula. A refragdo ¢

causada pela diferenca entre os indices de refracdo do ar e da particula.*****
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Difrag¢do ha desvio da diregdo retilinea da radiacdo eletromagnética ao interagir com
um obstaculo (fenda ou particula). O obstaculo atua como uma fonte de radiagdo. A radiacdo
emergente, com o mesmo comprimento de onda da radiagdo incidente, pode interferir com
esta construtivamente ou ndo, gerando as franjas de difracdo. A distribuicdo angular da
radiacdo espalhada depende apenas da forma e tamanho da particula. Independe de sua
composi¢do quimica ou indice de refracdo. E responsavel pelo espalhamento frontal (angulos

de espalhamento préximos de zero).!34!- 46

3.5 Microscopia Confocal

A microscopia confocal é uma técnica que aumenta o contraste em uma imagem de
microscopia, mesmo para amostras espessas. Reduzindo o volume de observagao, a técnica de
microscopia confocal impede que sinais dispersos ou sobreposto contribuam para o sinal

detectado*’ como pode ser visto na figura 2.

Figura2 — Funcdo de dispersdo de ponto de um plano focal a) para um padréio de difragdo convencional e b)
para o caso do confocal.
Fonte: Adaptada de WEBBER.¥
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A microscopia confocal de varredura utiliza como fonte de luz a proveniente de lasers
para excitar as amostras, sendo a objetiva esta posiciona de forma a separa a fonte de luz e dos
fotodetectores. Para tal, ¢ acoplado multiplos emissores de lasers com comprimentos de onda
que possam cobrir o intervalo do espectro visivel. Outros componentes como sistemas opticos
como divisores de feixes, combinadores de feixe, prismas, filtros e espelhos dicroicos estdo
combinados com elementos eletronicos que permitem uma varredura mais precisdo com
coleta de dados mais pontuais.*’

Deste os componentes opticos citados o pinhole exerce uma fungio central dentro esta
arquitetura Optica, pois sua func@o ¢ controlar a abertura e fechamento que afeta diretamente a
espessura do plano focal da amostra.*®

A associagdo do pinhole e a resolugdo espacial, nos eixos x-y como em z, permite a
aquisi¢do de imagens de alta qualidade as amostras observadas, porém tais caracteristicas
depende da regido e profundidade e como a amostra estd para que se possa observador em
uma microscopia confocal.

A aquisi¢do da imagem confocal ¢ dado de forma digital, ou seja, a imagem sera
formada por informagdes digitais do espago observado denominados pixels.*’ Cada pixel
possui informagdes do espectro independente do pixel proximo, com isso € possivel extrair
dados como, além do proprio espectro, do tempo de decaimento e evolucdo temporal quando

um FS € inserido na amostra.

3.5.1 Fluorescéncia por tempo de vida

A fluorescéncia das moléculas ndo ¢ diferenciada apenas pelo seu espectro de emissao,
mas assim pelo seu tempo de vida. Qualquer transferéncia de energia entre a molécula
excitada e o meio em que esta inserida altera o tempo de vida da fluorescéncia. 4

O método Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy (FLIM) ¢ uma técnica de
fluorescéncia, ndo invasiva, que permite a identificagdo da fluorescéncia enddgena da
molécula, onde o contraste da imagem se baseia com relagdo ao tempo de vida de fluordforos
individuais’*>! e é produzido com base nas diferencas nas taxas de decaimento exponencial
da fluorescéncia a partir de uma amostra fluorescente.>

O tempo de vida da fluorescéncia ¢ o tempo médio em que uma molécula fluorescente
permanece no estado excitado antes de emitir um féton, logo, o tempo de vida da

fluorescéncia é o periodo de laténcia entre a excitacdo e a emissdo do foton.>



36

O tempo de vida da fluorescéncia ¢ adquirido pelo equipamento de fluorescéncia
resolvido no tempo, esta técnica de contagem de foton uUnico correlacionado ao tempo, do
inglés Time-Correlated Single-Photon Counting — TCSPC, que mede o tempo decorrido entre
a excitagdo da amostra por um laser ou flash de luz e a detec¢do do primeiro féton que atinge
um detector.>*>°

O histograma de tempo de vida da fluorescéncia registra o nimero de fotons em
relacdo ao tempo do atraso da emissdo do foton ¢ baseado no registro repetitivo e
cronometrado do sinal de fluorescéncia de fétons individuais obtidos.’”>

As técnicas atuais mais desenvolvidas sdo multidimensionais. Nao medem apenas o
tempo decorrido entre excitagdo e deteccdo mas também o comprimento de onda e a
localizagdo da emissdo na amostra.*-° FLIM é uma ferramenta diferenciada por ter uma alta
sensibilidade e uma alta resolugdo utilizada para a aquisi¢do da imagem por tempo de vida da

fluorescéncia.®!

3.6 Fundamentos da inativacao fotodinamicas

O principio da inativagdo fotodindmica (IFD) ¢ utilizar um agente molecular nio-
toxico, em condi¢des sem luz, chamado FS, que ao ser irradiado com luz em um determinado
comprimento de onda na presenga de oxigénio, produz espécies citotoxicas que levam a morte

lular.’> 62 A lacdo a ccni a incipal letividad
celular. s vantagens em relacao as outras tecnicas sao, principalmente, a seletividade,

3 62 ¢ quando

pois apenas a regido irradiada sofrerda dano, diminuindo efeitos colaterais,
aplicada a inativacdo microbiana, mostra-se pouco provavel levar ao desenvolvimento de
microrganismos resistentes, pois a reagdo de oxigénio com moléculas organicas ndo ¢
especifica, o que significa que qualquer macromolécula dentro da célula microbiana pode ser

um alvo.%

3.6.1 Absorcao dptica e fluorescéncia

No processo de absorgdo de radiagio por uma molécula,* a energia a ser absorvida
deve ser relacionada com a frequéncia da radiacdo (v) incidente:

E=hv (3.5)
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Onde h ¢ a constante de Plank (6,626 x 10°* m?.Kg.s') conferindo o aspecto
corpuscular da radiagcdo. Como envolve transferéncia de energia, nesse sistema € necessario
respeitar as exigéncias na mecanica quantica que diz que os niveis de energia sdo discretos.®
O foco deste trabalho ndo é deduzir de forma aprofundada.

Desta forma, a luz incidente em uma molécula pode ser absorvida ou espalhada. A
radiag@o espalhada possui um comprimento de onda bastante préximo da radiagdo incidente
enquanto a radiacdo emitida apos o processo de absor¢do possui um comprimento de onda
muito diferente do excitado, conhecidos como espalhamento e luminescéncia,
respectivamente.z’ 65

Em condigdes de laboratorio, com temperatura em volta de 25 °C, a maioria das
moléculas encontram-se em seu estado fundamental, ou seja, em um estado energético de
menor energia, conhecido como estado fundamental.®®

Contudo, as estruturas eletronicas dessas moléculas podem absorver fotons alterando a
energia do estado quantico, promovendo a um estado quantico excitado e menos estavel. Para
estas moléculas voltarem ao seu estado fundamental é necessario que ocorra a dissipagdo
desta energia extra acumulada.®

Os meios de dissipag@o acontecem por dois processos de decaimento, sendo um nao-
radiativo e outro radiativo, luminescéncia. Para o processo ndo-radiativo a energia ¢ liberada
através de relaxacdes vibracionais ou por transferéncia de energia, enquanto o decaimento
radiativo ¢ liberado por meio da emissio de foton. 2 6463

Para os processos de decaimento luminescentes ha dois tipos: a fluorescéncia, que
ocorre de um estado excitado discreto do tipo singleto, onde os spins dos elétrons encontram-
se antiparalelos e a fosforescéncia, cujo decaimento ocorre de estados excitados discretos do
tipo tripleto, onde os spins dos elétrons encontram-se paralelos. Desta forma, existe uma
multiplicidade alterada devido ao cruzamento inter sistemas antes da emissio do foton. ¢’

Para o processo de luminescéncia deve-se antes fazer uma aproximacgdo, assumindo
que os movimentos nucleares e eletronicos possam ser separados pela aproximagdo Born-
Oppenheimer considerando o hamiltoniano do sistema cujo o nlcleo encontra-se mais estatico
que o elétrons e este apresenta uma massa muito menor ¢ com maior velocidade em relagéo
ao nucleo em uma molécula, desta forma.%®
Juntamente com a aproximacdo de Borh-Oppenheimer, o principio de Franck-Condon

que descreve que quando uma molécula sofre uma transigdo eletronica, absor¢do de foton, a

configurag@o nuclear ndo tem mudangas significativas. Esta afirmacdo ¢ devida ndo apenas ao
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fato do nticleo ser muito maior do que o elétron como também a velocidade mais rapida da
transicdo eletronico para que o niicleo possa interagir. *

Este principio define também que o espectro de absor¢do ¢ formado por varias linhas
energéticas e ndo apenas por um unico nivel eletronico. Esta caracteristica deve-se ao fato que
os nucleos sofrem forcas de Coulomb de todos os elétrons e nilicleos de outros atomos
presentes nas moléculas. Quando ¢ aplicado uma forca coulombiana novos alinhamentos

energéticos sio conhecidos como niveis vibracionais.*

3.6.2 Transferéncia de energia entre estados

Com os processos de decaimentos e as aproximacdes de Born-Oppenheimer e o
principio de Franck-Condon, o diagrama de Jablonski permite observar os processos de
relaxagdo e decaimento e associar com o0s processos envolventes da inativacdo
fotodindmica.>>¢’

O diagrama de Jablonski representa uma molécula isolada ideal, que permite explicar
os processos de luminescéncias descritos na se¢@o 3.6.1. O estado fundamental singleto (So),
o primeiro estado excitado singleto (S1), e o estado tripleto (T1) estdo indicados por linhas
pretas horizontais.

Neste estado, os fluoroforos podem existir em diferentes niveis de energia
vibracionais, as retas verticais representam as transcri¢des entre os estados e o comprimento
de onda associado a cada seta estdo representados pela mesma cor.*” 7

As transi¢des para absor¢des de energias ocorrem em intervalos de tempo da ordem de
10° s, principio de Franck-Condon’!, com o fluoréforo excitado pode estar no nivel
eletronico excitado S, (n > 1), com n sendo o niveis de energia, para voltar ao estado
fundamental, Sy, deve perder a energia por processos ndo-radiativos, de estados maiores que
0. Em outras palavras, a energia absorvida ¢ dissipada por vibragdes moleculares, colisdes de
moléculas e transferéncia de energia entre moléculas, regra de Kasha.?®- ¢4 72

Ainda neste nivel eletronico, ocorre um processo de relaxacdo interna entre os
subniveis vibracionais e rotacionais ao qual se denomina conversdo interna, em um tempo da
ordem de 107 s. Desta forma, o elétron ainda tende a permanecer neste estado até retornar ao

estado fundamental, So, com a emissdo de um foéton, apés um tempo da ordem de 107 s,

caracterizando a emissdo fluorescente.”?
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Caso o fluoréforo ainda tenha energia apds o processo de relaxacdo vibracional ¢
possivel que esta energia migre para outro estado singleto, como exemplo S; para S| ambos
estados excitados, conhecido como conversdo interna.>® %

Neste processo a molécula passa para outro estado, ainda excitado, mas com energia

inferior a inicial e sem alterar a multiplicidade do spin, no caso, singleto-singleto ou tripleto-

tripleto, esta conversdo ¢ eficiente quando os niveis energéticos, S, sdo proximos de tal modo

que os estados vibracionais se sobreponham. 3%
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Figura 3 — Diagrama de Jablonski. Quando uma molécula absorve um determinado comprimento de onda,
representado pela seta amarela, a molécula absorvera esta energia e excitara como representada pela
seta vermelha. A seta azul indicando para baixo representa a fluorescéncia, a seta verde aponta para
baixo representa a fosforescéncia e as linhas pretas mostram os sistemas sendo S;, o estado singleto
excitado e e Ti, o estado tripleto, ¢ a seta marrom sinaliza o cruzamento inter sistemas, ou
relaxamentos, que envolve estados singletos e tripletos.

Fonte: Adaptada de DAL, et al.?’

A outra via de transferéncia de energia ¢ a partir do cruzamento inter sistemas
(transi¢do singleto S; para o tripleto Ti). Diferentemente da transi¢do singleto-singleto,
dipolo- dipolo As = 0, neste caso ocorre uma variagdo ndo nula no valor do spin total do
fluoroforo, As = 1. Emissdes desta natureza s@o proibidas pela regra de sele¢do, sendo
possivel via interagdo quadrupolo elétrica, As = 0, este decaimento ¢ denominado

fosforescéncia e possui um tempo de vida na ordem de 10 s. *°
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3.6.3 Reacoes fotodinamica

As reagdes fotodindmicas envolvem a interagdo de luz com FS na presenga do
oxigénio no momento, estas reagdes levam a morte de células por meio de espécies reativas,
EROS ou do inglés — reactive oxygen species, ROS, geradas através do fotossensibilizador. Os

principais mecanismos que podem causar a morte celular sdo conhecidos como mecanismo
tipo I e tipo II. 7475

O mecanismo tipo I ocorre através da geragdo de radicais livres extremamente
reativos, sendo que o fotossensibilizador no estado excitado interage diretamente com uma
biomolécula ou outra molécula, produzindo radicais livres e transferéncias de cargas.”” A
maioria desses radicais reagem instantaneamente com o O3, gerando uma mistura complexa
de ROS, como o peroxido de hidrogénio (H20:), radicais anion de superoxido (O2°7) e

hidroxila (HO*), os quais podem oxidar biomoléculas. 7778
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Figura 4 — Quando um féton € absorvido pelo fotossensibilizador, o elétron passa de um estado singleto de
baixa (So) energia para um estado singleto de alta energia (S| ou S;). Este estado excitado pode
perder energia emitindo um foton (fluorescéncia) ou por conversdo interna (decaimento nao
ratiativo). O processo conhecido como cruzamento inter sistemas envolve a inversao do spin de alta
energia, permitindo uma excitagdo prolongada para o estado tripleto (T;), Na presenga do O
excitado sfo formados os mecanismos tipo I e II que danificam biomoléculas.

Fonte: Adaptada de ABRAHAMSE.”?

O mecanismo tipo II ¢é caracterizado pela formacdo do oxigénio singleto (102),
altamente reativo, através da transferéncia de energia do FS no estado tripleto excitado para o
oxigénio presente nas proximidades da molecula.” O 'O, pode reagir biomoléculas,

principalmente as constituintes das membranas e paredes celulares biologicas. As reagdes
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fotoxidativas ocasionam altera¢des da permeabilidade celular, provocando a morte do tecido e
levando a célula a morte por apoptose ou necrose.’” 8
A Figura 4 apresenta o diagrama de Jablonski com os mecanismos tipo I e II presente

da inativagdo fotodindmica.

3.7 Fotossensibilizadores

A fung@o destes fotossensibilizadores (FS) é promover a geracdo de espécies reativas
através dos mecanismos I e II com a incidéncia de luz em comprimento de onda especifico.
Cada fotossensibilizador apresenta um intervalo na regido do espectro visivel que aumenta a
sua absor¢do de energia. Para o PDZ o comprimento de onda em 660 nm ¢ melhor absorvido
e para as curcuminas o comprimento de onda em 450 nm apresenta uma. A escolha destes
comprimentos ¢ devido a banda de absor¢do de cada composto que interage com mais
eficiéncia com essas fontes de luz e, desta forma, promover a inativagdo fotodinamica no

controle microbiologico de C. albicans.

3.8 Fotossensibilizador — PDZ

O PDZ ¢ o nome comercial da clorinas es, produzido na Russia a partir da

80 uma classe de FSs pertencentes a segunda geracdo,’! sdo

cianobactéria Spirulina platensis,
porfirinas hidrofilicas reduzidas que apresentam uma banda de absorcdo na regido do
vermelho (entre 640 e 700 nm)*® e varios dos FS’s mais importantes usados clinicamente
fazem parte dessa classe.’”” Com alta estabilidade do composto em solucio aquosa®' e
apresenta vantagens em relagdo a outra formula¢do de hematoporfirina, conhecida por
Photogem® que ja aprovado no Brasil.*’A Figura 23 mostra a linha espectral do PDZ no

intervalo da luz visivel.
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Figura 5 - Espectro de absorbancia do PDZ no intervalo do comprimento de onda no visivel, indicando os trés
principais picos, em 403 nm, 504 nm e 655 nm.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Clorinas e sdo derivadas de clorofila natural”® e apresentam caracteristicas
importantes que fazem com que sejam potenciais FSs.3’ O PDZ tem em sua estrutura quimica
a adi¢do de N-metil-D-glicosamina 0,5%, que a torna mais hidrossoluvel em relagdo a outras
clorinas (Figura 6), apresenta baixa toxicidade no escuro, ¢ estdvel ao armazenamento e
apresenta absorcdo relativamente alta em aproximadamente 660 nm, o que o torna um FS
promissor.®’ Clorinas sdo eliminado rapidamente pelo organismo, sendo que 94% da

eliminagdo ocorre em 24 horas e 98% em 48 horas.?

/
DOgNHCy

Photodithazine®
(A max = 656nm)

Figura 6 -  Estrutura quimica do PDZ
Fonte: SILVA.3
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3.8.1 Aplicagdes — PDZ

Sua aplicag@o na IFD se apresenta na fase de testes clinicos na Russia no tratamento

84

de canceres,®” mas apesar da maioria dos estudos com o PDZ se concentrarem nesse tipo de

tratamento, seus efeitos na inativacdo de microrganismos, como a C. albicans, t€m sido
.o, . 31

positivos.

A aplicagdes do PDZ para a inativacdo, como a terapia, fotodinamica ¢ bastante

84-85

estudada e com resultados promissores no controle microbiologico, como no tratamento

de cancer.36-%7
O PDZ apresenta resultados significativos no controle microbiolégico para cepas de C.
albicans resistentes a fluconazol, apresentando inativagdes parecidas comparadas com cepas

néo resistentes a este antifungico.%

3.9 Curcumina

A utilizagdo de alimentos na preveng@o de doengas ou até mesmo seu tratamento ¢
considerado ha milhares de anos. Entretanto, apenas no final do século passado ocorreu
renovacao acentuada no interesse por esse assunto, € o termo “alimentos funcionais” tornou-
se amplamente utilizado.?> 7092

Sendo considerado um alimento funcional, atualmente, a Curcuma Longa L., também
conhecida como curcumina, gengibre dourado ou acafrio da India, é uma espécie originaria
do sudeste asiatico, pertencente a familia das Zangiberaceas, ¢ uma planta de pequeno porte
que mede aproximadamente 1 metro e amplamente cultivada nos paises asiaticos. *>*

Tem sido utilizada ha tempo como alimento na forma de especiaria, devido ao seu
forte sabor e a sua coloracio amarelada marcante com propriedades terapéuticas.”>”® Os
componentes quimicos da curcuma Longa L. possuem atividades antimicrobiana e
antioxidante significativas.”®1°! Sua alta atividade antioxidante est4 relacionada ao nimero de
grupos hidroxilas na estrutura do seu anel aromatico.!%2-1%

Em relacdo aos pigmentos curcuminodides a planta ¢ considerada mistura de
curcumina, outros curcuminoéides, como a desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina,
estes compostos sdo responsaveis pela coloracdo do rizoma do acafrio, o composto

majoritario, no entanto, é a curcumina. %197



44

3.9.1 Aplica¢des - Curcumina

Pertence-se a classe dos polifendis que sdo substancias que possuem hidroxilas ligadas
a anéis aromaticos. Sdo extraidos dos curcumindides da planta: a curcumina,
demetoxicurcumina e bis-demetoxicurcumina.!%-1%

Isolado pela primeira vez em 1842, por Vogel, a curcumina foi descrita como um po
cristalino e amarelo. A estrutura quimica aceita desde 1910, proposta por Lampe e
Milobedeska, ¢ de um diferoilmetano com a formula C21H200¢, com peso molecular de 368,4
gramas, sendo que o composto comercial tem por padrdo 77 % de curcumina, 17 % de
demetoxicurcumina e 3 % de bisdemetoxicurcumina, e o restante de curcuminoides conforme
a Figura 7. Juntos, estes curcumindides tem por padrao uma cor alaranjada por absorver num

comprimento de onda entre 420 a 430 nm.%% !
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Figura 7 -  Estrutura quimica dos elementos curcuminoéides.
Fonte: SILVA®

Estudos comprovam que a curcumina possui varias propriedades bioldgicas, como:
imunomoduladoras, anti-inflamatdrias, antioxidantes, anticancerigenas, antibacteriana e
antifingicas. A curcumina pode ser utilizada como fotossensibilizador na inativagdo
fotodinamica. Como um tratamento bactericida e antifiingica alternativo, atuando em infe¢des

superficiais localizadas.®> !17-118
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Existem relatos de seu uso como fotossensibilizador como fotossensibilizador na
. . ~ . . . 114 . . ~
inativagdo de cepas meticelina- resistentes de Staphylococcus aureus,”” na inativagdo de

3,83

fungos da onicomicose,” ®° no estudo de incorpora¢des em bactérias gram-positivas e gram-

115 120-121

negativas,  controle do vetor Aedes transmissor da dengue e Zika.

A curcumina tem seu pico de absor¢do maxima no comprimento de onda 430 nm e
espectro de fluorescéncia de excitagdo em 434 nm e de emissdo em 520 nm. Sabe-se que por
ser um composto fenolico ela ¢ insoluvel em agua e éter, mas soliivel em etanol e em
dimetilsulfoxido.?

Do ponto de vista quimico, ¢ uma dicetona a, B-insaturada exibindo tautomerismo de

ceto-enol (Figura §).
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Figura 8 - As interagdes proteina-curcumina que sdo facilitadas pelos oxigenos que aceitam liga¢des de
hidrogénio da curcumina dicetonica (em cima) e curcumina endlica (em baixo).
Fonte: HEGER, et al.!'®

Devido a esses fatores altamente benéficos da curcumina, ela vem sendo estudada por
diversos grupos de pesquisa aqui no Brasil como uma forte candidata de agente FS, e, com
1sso, ser aplicada nos tratamentos de pele, desinfeccdo bucal, elimina¢do dos mosquitos
causadores da dengue e no tratamento de onicomicose. Sendo todos estes citados e
trabalhados ao longo dos ultimos anos pelo Grupo de Optica do Instituto de Fisica de Sdo

Carlos.
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4 Metodologia

4.1 Biotable

Como fonte de luz de excitagdo foi empregado o uso de Biotable, um equipamento
composto por 24 fontes de diodos emissores de luz, conhecido comumente como LED’s, do
inglés — light emitting diodes.

Este equipamento foi desenvolvido pelo Laboratorio de Apoio Tecnoldgico —
LAT/USP, no Instituto de Fisica de Sdo Carlos, atualmente ha varias Biotable desenvolvidas
para determinados comprimentos de onda, porém neste trabalho foram utilizadas as Biotables
450 nm e 660 nm, para excitacdo dos FS curcumina e clorina, respectivamente.

A Figura 9 mostra as duas Biotables utilizadas, a Biotable 450 nm emite uma radiagdo
centrado no comprimento de onda de 450 nm (azul), com irradidncia média de cada LED de
40 mW.cm na base do semicirculo superior, j& a Biotable 660 nm apresenta uma irradiagio
centrada no comprimento de onda de 660 nm, vermelho, com irradidncia média de cada LED

de 30 mW.cm™.

Figura9 - Imagem do equipamento utilizado para emissdo de luz em comprimento de onda de interesse. A
esquerda, figura A, mostra a Biotable 450 nm (azul) desligada (esquerda em A) e ligado (direita de
A) com um anteparo protetor. A direita, figura B, mostra a Biotable 660 nm (vermelho) desligada
(esquerda em A) e ligado (direita de A) com um anteparo protetor.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para os experimentos ¢ utilizado para unidade de dose de luz o Joules. cm™ para, desta

forma ¢é preciso transformar a irradiancia irradiada da Biotable, de mW.cm?2, para J.em?

através do controle temporal da irradiagao.
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Energia
Poténcia (W) = #o(g)) 4.1)
Portanto,
Poténcia (W) Energia ()
area (cm?) ~ area (cm?) .tempo (s) 4.2)
Energia (J) 4.3)

Zrea (cm?) = PotBiotable.tempo (s)

Onde o PotBiotable é a poténcia medida através do potencidmetro Fieldmaster™
(Coherent, USA), com 4rea de coleta de 2,5 cm? posicionado a uma altura sobre o spot de

cada LED, similar a altura do poco contendo a solu¢@o experimental.

4.2 Cultivo das células

Os fungos podem crescer uma cultura em trés padrdes basicos: em forma de batelada
(batch), que corresponde a um sistema fechado ou descontinuo; em um sistema aberto ou
continuo ou na forma de batelada alimentada (feed batch)."”

No primeiro caso, o fungo cresce na presencga da totalizada do meio constituindo um
meio fechado no qual ndo hé suprimento de meio fresco. No cultivo se acrescenta meio fresco
continuamente durante o crescimento, mas também ha uma remocdo concomitante do meio
usado contendo as células em suspens@o e finalmente. No cultivo em batelada alimentada,
determinados nutrientes s@o adicionados as cultuas com a finalidade de incrementa-la em

distintos momentos durante o crescimento. Neste caso, nao ha remog¢ao do meio usado.

4.3 Contagem unidades formadoras de colonia

Para a realizagdo dos experimentos, a concentracdo celular inicial foi de 10°
células/mL para a cultura de C. albicans foi utilizado o protocolo de contagem em placa de
meio de cultura conhecido como plaqueamento.

O procedimento utilizado para correlacionar a quantidade de UFC foi diluir a solugéo
de candida em PBS em diversas absorbancias mensuraveis que foram de, inicialmente, 2,46;
até 0,02 e cada solugdo passou pelo processo de diluigdes seriadas de 10! até 107 que se
sucedia de uma solugdo de 900 uL de PBS com 100 pL de suspensdo do microrganismo,

dessa solug@o de 1000 pL, 25 pL era pipetado na placa de petri com meio de cultura agar
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Sabouraud e espalhada em um quadrante da placa, e 100 pL era adicionada no proximo
microtubo para obter as dilui¢des da ordem de 107! até 10”7 todo as solugdes eram agitadas
para homogeneizar a solugao, a Figura 10 apresenta um exemplo da placa com as diluigdes -0,
vinda diretamente da concentragdo com absorbancia conhecida, e as posteriores dilui¢gdes de -
1, -2 e -3 (imagem A) e a imagem B exemplifica o processo de dilui¢do para a contagem das

unidades formadora de colonia.

7 oop N

solucao
900 pl PBS
100 pl Micro \ / © 100 pl
(-0~ solucdo
3| -2

100 pl

solucao

Figura 10 - (A) exemplo de um crescimento a partir da concentragdo de candida medida em 0,67 de
absorbancia, e (B) exemplo esquematico do processo de diluigdo para a contagem de unidades
formadores de colonias (plaqueamento).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Cada crescimento foi realizado em triplicata e a contagem foi realizada apos 48h, a
partir da contagem das colonias formadas foi calculado a média e o desvio padrdo de cada

placa correlata e o numero de colonias foi por mL foi dado através da relagdo abaixo:

UFC  numero de colonias x nimero de dilui¢des 4.4)

mL volume utilizado (mL)

Desta forma, a quantidade de unidades formadoras de colonia contada em uma
determinada dilui¢do multiplicada pela ordem desta diluicdo dividido pelo volume utilizado

no plaqueamento infere a quantidade de células por mL presente na suspensao.
4.4 Quantificacio optica e viabilidade Candida albicans
Para uma medida mais rapida da quantidade de células existentes dentro do volume

contendo células microbioldgicas com PBS foi desenvolvido uma relagio entre a absorbancia

da solugdo de interesse com a concentragio de células contidas na solu¢do.*® Esta correlacio
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se baseia na lei de Lambert-Beer que a absorbancia depende da concentragdo da solucdo e do

caminho 6ptico que ¢ percorrido, esta lei ¢ definida como:

A= &dC (4.5)

Onde A ¢ a absorbancia da solucdo, € ¢ a absortividade molar ou coeficiente de
exting@o molar e d ¢ o caminho 6ptica percorrido pela luz através da solugdo.

Essa medida ¢ utilizada as caracteristicas de espalhamento de luz do que a C. albicans
em relacdo a luz, ou seja, a luz sera desviada do caminho Optico inicial. Para obter essa
dispersdo de células. Inicialmente, as células foram crescidas 24 horas antes meio de cultura
especifico, tipo agar Sabouraud, foi feita a coleta dessas células e transportadas para uma
solucdo meio liquido realizado uma centrifugagdo em 3000 rpm (1409 x g), durante 10
minutos, repetir esse processo, mais 3 vezes em solugdo PBS.

A primeira dispersdo de células ¢ coletada por um volume de 2,0 mL, em cubeta de
plastico, ¢ analisado tem espectrofotometro, que pode ser visto Figura 16. Apos a primeira
analise que foi identificada por Ny, a proxima medida foi realizada com 1,0 mL essa dispersao
inicial 1 adicionado 1,0 mL solugdo PBS, outro 1,0 mL serd utilizado para realizar o
plaqueamento celular.

Portanto, as sucessivas diluicdes da suspensdo inicial foram classificadas pela razéo a
dilui¢do em relacdo a inicial (No.2"), cujo parametro Ny € a concentrag@o da suspensdo inicial
de células e o parametro n ¢ a quantidade diluigdes realizadas, para esse experimento foram
realizadas 8 diluigdes sequenciais.

O espectrofotdmetro disponivel no grupo de Optica (CEPOF) é um espectrofotémetro
de Uv-Vis da marca Varian, Cary 50, e este foi utilizado para as leituras de absorbancia das
solucdes de candida. A Figura 16 ¢ visto varios espectro do espalhamento da candida para
diferentes diluigdes que foi feito no modo fast (80 nm por segundo) no Cary 50, para
concentracdes que estdo abaixo da absorbancia 1,0 a leitura ndo apresenta ruidos na medida
pois para estas concentragdes a consisténcia da lei de Lambert- Beer ¢ valida para, pois para

esta condi¢do ¢ encontrado apenas uma célula dentro do caminho optico.
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4.5 Medidas de interacio PDZ — parede celular

Este experimento consiste em identificar a quantidade de PDZ ¢ assimilado pela célula
do microrganismo. Para tal ¢ realizado uma diluigdo sequencial de PDZ de 50 até¢ 0,39
pg.mL! em uma aliquota de 500 uL e que foram em 1500 pL de suspensdo de C. albicans
com uma quantidade de células na ordem de 10° células por mL.

Esta solugdo PDZ com células foi reservado por 10 minutos em escuro e, cada
microtubo com solugdes com concentracdo de PDZ distinta foram centrifugadas com uma
rotagdo de 3000 rpm durante 10 min. Apos este tempo € coletado o sobrenadante e medido em

espectrofotometro para analisar o PDZ residual.

4.6 Microscopia Confocal

O microscopio de fluorescéncia confocal de varredura a laser invertido (Zeiss —
LSM780) utilizado e presente no Instituto de Fisica de S@o Carlos possui 2 lasers para
imagens de 1 foton, sendo um laser de diodo que emite no comprimento de onda de 405 nm e
outro laser de argonio (Ar") que emite nas linhas 488, 514, 528 nm e para emissdes de 2
fotons o microscopio conta com um laser pulsado em femtossegundos de titanio safira (Ti:Sa)
(Charmeleon Vision II) podendo sintonizar os comprimento de onda contidos entre 690 a
1080 nm.

A principal caracteristica da microscopia confocal de fluorescéncia de varredura a
laser (laser scanning confocal microscope, LSCM) ¢é que somente os feixes de
fotoluminescéncia da amostra que estdo em foco sdo detectados. Para isso utiliza- se um
anteparo com um pequeno orificio, denominado pinhole. Com isso, é possivel, ndo soé obter
imagens de alta resolugio como obter imagens em diferentes planos focais da amostra.!2% 12!

A Figura 11 mostra o diagrama esquematico dos principais componentes da
microscopia confocal de fotoluminescéncia de varredura a laser. A partir da figura € visto que
radiag@o proveniente de um laser ¢ utilizada para excitar a amostra. O feixe de laser passa
inicialmente pela abertura de um pinhole e ¢ direcionado para a amostra por um espelho
dicromatico que também possui a fung@o de direcionar a radiacdo da fotoluminescéncia da
amostra.

A varredura do feixe de laser na amostra ¢ feita por dois espelhos de varredura que

podem rotacionar em torno de um eixo fixo. Estes espelhos sdo localizados entre a amostra e
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a objetiva. Um dos espelhos percorre em alta velocidade o eixo x e outro um pouco mais lento

ao longo do eixo y, varrendo assim toda a area xy.

— Fotomultiplicadora

Abertura do detector —
Filtro -

Feixe de luz

.fora do foco oot da
Filtro de

excitacdo laser
excitagdo |

Feixe de luz em foco

Espelho dicroico _.

Feixes de
luz excitado

Objetiva > Abertura da

fonte de luz

} Planos focais

Amostra

Figura 11 - Esquema ilustrativo dos principais componentes opticos da microscopia confocal de fluorescéncia
de varredura a laser.
Fonte: Adaptada de ZEISS. 2!

A radiacdo de excitagdo ¢ focada na amostra por uma lente objetiva localizada na
proxima a amostra. A fotoluminescéncia da amostra retorna passando pela objetiva e ¢
direcionada para o detector. O pinhole localizado proximo do detector seleciona somente os
feixes de fotoluminescéncia em foco para serem detectados. Controlando a distdncia da
amostra em relacdo a objetiva € possivel obter planos focais na amostra, tendo desta forma
estrutura 3D.

Para este trabalho, o microscopio confocal de fluorescéncia de varredura a laser
utilizado foi o LSM 780 da marca Zeiss para obter imagens das células de C. albicans, bem
como a interag@o do FS com a parede microbiana. O software para aquisi¢@o e tratamento das
imagens foi o Zen 2.3 SP1 versdo Black e Blue (64 bits).

Este microscopio também contém um sistema de redes de difracdo acoplado proximo
de um arranjo de 34 fotomultiplicadores que permitem a obtencdo de imagens nas quais cada

ponto, ou pixel, da imagem corresponde a um espectro dentro da regido de 400 a 750 nm.
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Esses espectros podem ser superpostos formando uma tnica imagem com a qual ¢ possivel
medir a fotoluminescéncia ao longo da area da amostra. Este procedimento ¢ conhecido como

modo espectral e as imagens sdo denominadas de imagens espectrais.
4.7 Tempo de vida — FLIM

O microscopio ¢ equipado com detectores GaAsP de alta sensibilidade para imagem
espectral (400-700 nm), detectores NDD - Non-Descanned Detector operando nos modos de
reflex@o e transmiss@o apropriados para imagens por excita¢do de dois fotons e de emissdo de
segundo e terceiro harmoénicos e dois detectores de avalanche para espectroscopia e imagem
de tempo de vida da fluorescéncia (Fluorescence-lifetime imaging microscopy - FLIM) com
resolucdo temporal de 75 ps.

O tempo de vida de fluorescéncia ¢ um indicador direto da taxa de transferéncia de
energia de moléculas excitadas para o meio ou para outros fluoréforos. Um mesmo fluoréforo
pode ter diferentes tempos dependendo das condigdes de interagdes com o meio ou com
outras moléculas. Por isso, o decaimento pode ser escrito como a soma de um numero N de
decaimentos exponenciais (Equag¢do 4.6), onde f(t) ¢ a fungdo de decaimento de
fluorescéncia que varia em relagdo ao tempo t, t; ¢ o tempo de decaimento e a; ¢ a amplitude

da exponencial.'??

N t (4.6)

fO=) ae

i=1

Para fazer as imagens de FLIM foi utilizado o método conhecido como contagem de
fotons unicos correlacionados no tempo, TCSPC — do inglés Time-Correlated Single Photon
Counting, em que ¢ utilizado um laser de pulsos curtos para excitar a amostra, e desta forma a
fluorescéncia detectada ¢ enviada para detectores rapidos, de forma que somente um féton
seja detectado por pulso. O sinal de fluorescéncia foi analisado baseando na fun¢@o resposta
do sistema (IRF — do inglés Instrument Response Function) para deconvoluir o sinal
associado a subida da excitagdo com o laser da curva de decaimento e, com isso, ¢ possivel

calcular os tempos de vida de fluorescéncia.!??
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4.8 Equipamento

O equipamento utilizado para as medidas de absorbancia foi o espectrofotometro Cary
UV-Vis 50, Varian (Figura 12), com sensibilidade no intervalo do espectro visivel de 200 a
1000 nm, com uma taxa de leitura de 4800 nm por minuto, utilizando cubetas de poliestireno

transparente para a analises das amostras.

Figura 12 - Cary UV-Vis 50 — Varian.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.9 Software

Para a analise de todos os dados provenientes do espectrofotometro assim como a
producdo de todos os graficos foi utilizado o software Origin® da Origin Lab Corporation

licenciado pela Universidade de Sao Paulo.!!*-12°

4.10 Candida Albicans

O microrganismo estudado foi a levedura C. albicans, ATCC 90028 (Rockille, MD
USA) cedidas pela fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). A cultura C. albicans era mantida
em cultivo batelada em meio nutritivo Sabouraud agar em estufa incubadora a 37 °C +/- 2 °C
para preservar a linhagem.

O protocolo experimental utilizando a C. albicans segue o fluxograma abaixo, para

determinar qual experimento foi realizado.
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Cultura —C. albicans
Agar (maximo 24h)

Lavagem da cultura
Ix meio liquido (3000 rpm/ 10 min)
3x em PBS (3000 rpm/ 10 min)

v

Calibrag¢io D.O
Cultura suspensa em PBS

Experimento
Experimento Micros. Confocal
Espectroscopico ﬁ

Experimento
de crescimento

Solugiio nutritiva
Mistura da solugio Interagdo mediada
experimental com meio Por luz Experimento
liquido nutritivo Confocal »>
‘ Medida de
fluorescéncia
Tempo de crescimento Podendo ser 1 foton
Cultura experimental cresce ou 2 fotns
em rotagdo orbital a 37 °C

‘ Dinfimica

Lavagem da cultura monitorada
1x meio liquido (3000 rpm/ 10 min) Interagdo mediada
3x em PBS (3000 rpm/ 10 min) pelo tempo
Medida D.O

Cultura suspensa em PBS

Figura 13 - Esquema do preparado da C. albicans para casa experimento, podendo ser medida espectroscopia
através da absorbancia ou visualizada pela microscopia confocal.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Para qualquer experimento utilizando a C. albicans, inicialmente ¢ preparado uma
placa de 4agar com meio nutritivo Sabouraud com no minimo 24 horas antes dos
experimentos, esta etapa ¢ para garantir que as células estejam em um estado metabdlico

estavel, ou seja, ja adaptado ao novo ambiente.

4.10.1 Lavagem da C. albicans

Esta placa recém cultivada sera utilizada para os ensaios experimentais, mas antes de
utilizadas, todo o contetido da placa de cultura ¢é transferida do meio agar para um meio
liquido Sabouraud e esta solug¢@o, padronizada em um volume de 10 mL ¢ centrifugada
durante 10 minutos a uma rotagdo de 3000 rpm, etapa realizada um primeiro arraste de
subprodutos metabdlicos, o solvente ¢ descartado e ressuspendidos em uma nova solucgéo

tampao salina, PBS do inglés Phosphate Buffered Saline.
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ApOs esta primeira centrifugagdo, um ciclo de trés novas centrifugacdes a, novamente,
3000 rpm durante 10 minutos, porém a solucdo utilizada ¢ o PBS de volume total 10 mL, a
cada troca de solvente ¢ descartado o sobrenadante e uma nova solugao de PBS ¢ recolocada e
ressuspendidos a cultura microbiologica.

Ao final destes 4 ciclos de lavagem a soluc¢do contendo a cultura microbiologica esta
pronta a ser utilizada. O comprimento de onda utilizado para analise da suspensdo do
microrganismo sera 560 nm oriundo do espalhamento da levedura quando analisada pelo
espectrofotdometro. O motivo da escolha deste comprimento de onda ¢ que dentro da janela de
500 a 600 nm, ¢ devido a este comprimento em 560 nm ndo ser um comprimento de onda de
absorcdo para os fotossensibilizadores utilizados neste trabalho, clorina e curcumina.

Foi necessario realizar uma curva de calibragdo da suspensdo do microrganismo que
consiste na etapa de lavagem da suspensdo com densidade optica superior a absor¢do em 2,0
no comprimento de onda de 560 nm, neste caso ¢ adicionado PBS para diminuir a densidade
de células por volume para uma densidade optica em 0,6. A escolha de um padrio de
densidade 6ptica (D.O) em 560 nm foi de 0,6 (que é na ordem de 10° células. mL!) é devido a
uma observagdo empirica que ao utilizar o monopogo confocal de 1 cm? a densidade celular
quando decantada para a area, gera uma monocamada de células, facilitando os ensaios para a
microscopia confocal.

Até este ponto o protocolo ¢ o mesmo independentemente qual experimento sera
realizado que utilize o microrganismo de interesse. Abaixo segue o protocolo de cada

experimento realizado:

4.11 Experimento de interacao FS com a cultura microbiolégica

O protocolo utilizado para este experimento consistiu em utilizar uma suspensio
microbioldgica, com uma absorbancia 0,6, com volume igual a 1,5 mL distribuidos nos pogos
de uma placa de 24 pocos, e adicionada uma solu¢do com uma concentracdo do FS de
interesse em uma solu¢do de 0,5 mL, totalizando uma solu¢do de 2,0 mL.

Para deixar a solugdo com uma fase apenas foi necessario aplicar uma
homogeneizagdo que consistiu em 10 ciclos de sucgdes com uma micropipeta de 1,0 mL para

obter tal sistema, esta solugdo ¢ mantida no escuro por durante 10 min.
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Neste ponto pode-se dividir o experimento, sendo um destinado a intera¢do no escuro
e toxicidade do FS com a cultura microbiana e verificagdo da quantidade assimilada de FS e

um outro experimento que utiliza a Biotable como agente catalisador de inativagao.

O estudo da interagdo no escuro ¢ finalizado medindo a solu¢do sobrenadante
contendo FS e inferindo uma relagdo de composto assimilado pela C.albicans. Para o estudo
da intera¢do mediada por luz segue um protocolo que sera explicado em detalhes no préoximo

item, 4.13, e finaliza-se medindo a absorbancia.

4.12 Experimento de viabilidade

Este experimento consiste em verificar a toxidade ou dano ocasiona na intera¢do do
FS com a cultura microbiologica. Esta etapa do experimento sempre ocorreu apos o
experimento de interagdo FS com a cultura microbiologica (item 4.11 desta seccdo).

O crescimento foi realizado através de um tubo falcon de 15,0 mL contendo 9,0 mL de
meio nutritivo Sabouraud dextrose Broth (Kasvi®) e 1,0 mL da soluc¢do experimento (FS +
C.albicans), totalizando um solug@o final de 10,0 mL, esta etapa ¢ realizado em triplicata e

repetidas em dias diferentes, juntamente com solugdes controles.

mm Crescimento natural
=== Cresc. comToxicidade |

(-) Populagéo (+)

Figura 14 - Crescimento tedrico esperado quando se aplicada toxicidades diferentes ao crescimento
microbiologico.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Estes tubos eram deixados em incubadoras orbitais com rotagdo de 150 rpm a uma

temperatura de 37 °C +/- 2 °C, durante um periodo de 24 horas. Apods este tempo, solugdo ¢

centrifuga para realizagdo da lavagem da cultura microbioldgica, como descrito na pagina 55
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(4.10.1. Lavagem da C. albicans), ap6s lavado a suspensdo ¢ analisa por espectrofotometro
para identificar a D.O em 560 nm e inferir qual letal foi a interagcdo do FS (com e sem luz).
Espera-se que com a agdo da inativacdo fotodinamica (IFD) aplicando luz no
comprimento de onda especifico para a clorina e/ou curcumina contribua para a demora do
crescimento, ou permanéncia na fase lag do crescimento, como teérico na Figura 14 e por fim,

erradicar a cultura microbiologica.

4.13 Protocolo de irradiacdo por Biotable

A 1nativagdo fotodinamica consiste na presenca do oxigénio, FS e luz especifica. Para
este trabalho foi utilizado Biotable com emissdes nos comprimentos de ondas de 450 nm e
660 nm, e uma forma de entregar uma dose de luz por area ¢ administrar a forma que a dose
de luz ¢ disponibilizada.

Neste trabalho a administracdo da dose de luz foi dividida em duas: dose continua, que
consiste na entrega total da mesma e dose seriada que ¢ entregue de intervalos alternados de
exposi¢do e auséncia de luz. A Figura 15 exemplifica como ¢ entrega cada dose administrada

neste trabalho.

Dose continua

(A)

Dose seriada

(B)

2 min 2 min

Figura 15 - Exemplo da entrega da dose para a dose continua (identifica como A) e dose seriada (identificada
como B). A dose de interesse ¢ entregue continuamente na suspensdo de C. albicans, ja a dose
seriada é apenas entregue 1,0 J.cm™, intervalado por 2,0 min de escuro € uma nova irradiagio com 1
J.cm™ é aplicado, até a soma ser de uma dose de interesse.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A finalidade de utilizar uma dose de luz de 1,0 J.em! ¢ para minimizar a
fotodegradagado do FS utilizado, e a espera de um intervalo de 2,0 min, para que um FS nativo

(ou ndo excitado) se aproxime de uma biomolécula para aumentar a efetividade da IFD.



59

5 Resultados - Caracterizacio Optica C. albicans

5.1 Microrganismo

Nessa secdo serdo apresentados os resultados obtidos da caracterizag¢do da levedura C.
albicans, através de técnicas espectroscopicas como a analise da absorbancia resultante do
espalhamento de luz pela levedura na regido espectral no UV, no visivel e no infravermelho
proximo, 300 a 800 nm, e a viabilidade celular através do acompanhamento temporal do seu
crescimento. Também serdo correlacionados o valor da absorbancia em 560 nm como a
quantidade de células presentes em dispersdes celulares.

A caracterizacdo Optica e estabilidade temporal e térmica do fotossensibilizador PDZ
serdo apresentadas a seguir, bem como a caracterizagdo da interacdo do PDZ com a parede
celular de C. albicans e da internalizagdo desse fotossensibilizador no meio intracelular pela
técnica de arraste molecular por absorbancia, por microscopia confocal e FLIM.

Finalmente, as mesmas analises para o fotossensibilizador curcumina serdo
apresentadas. Diferentes formulagdes de curcumina serdo estudadas, sendo uma formulagéo
de curcumina como curcumindides, outras duas formula¢des como extra agdes quimicas

distintas e por Gltimo uma formulagdo comercial, para utiliza¢do de padrio de experimentos.
5.2 Quantificacao celular através da absorbancia

Inicialmente, a primeira analise realizada foi através da quantificacdo do nimero de
células considerando o espalhamento de luz a partir da técnica de absorbancia. C. albicans ¢é
uma cé€lula, em sua maioria, ovais de dimensdes médias de 5 um que apresenta parede celular
densa, formada por oligossacarideos e glucanos, bem como por proteinas e quitina, que
interagem de forma efetiva a luz através do espalhamento Mie. A perda de fotons por
espalhamento ¢ proporcional ao niimero de células suspensas em solugdo e que pode ser
avaliado indiretamente por medidas de absorbancia.

A Figura 16a mostra espectros de absorbancia na regido UV-Vis e infravermelho
proximo de suspensdes de C. albicans obtidas de diluigdes sucessivas de uma solugdo original
de concentragdo numérica de células N, = 2x108 células/mL (UFC). O grafico semi-log foi
usado para evidenciar valores pequenos de absorbancia. Os espectros seguem um

comportamento funcional de espalhamento Mie proporcional a A% (curva pontilhada e
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laranja) entre 400-800 nm, tipico para particulas com dimensdes da ordem de 1-10 um. Pode-
se ver que as intensidades espectrais diminuem com o decréscimo da concentragdo de células
na suspensdo em PBS, ja que o espalhamento depende linearmente do nimero de células na

solucdo.
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Figura 16 - (a) Medidas de absorbancia na regido UV-Vis e infravermelho proximo de dispersdes diluidas
sucessivas de células de C. albicans em PBS. O grafico semi-log foi usado para evidenciar valores
pequenos de absorbancia. (b) Os espectros seguem um comportamento funcional de espalhamento
Mie proporcional a 1% (curva pontilhada e laranja), tipico para particulas com dimensdes da ordem
de 1-10 pm.

Fonte: Elaborada pelo autor.

O valor da absorbancia avaliado na Figura 16a em 560 nm ¢ mostrado em escala log-
log na Figura 16b em fungdo da concentragdo numeérica de células nominal C obtidas a partir
8 dilui¢des sucessivas No/2" ( 1<n<8). Os pontos nesse grafico representam a variag@o
espectral de duas ordens de grandeza da Figura 16a com as dilui¢des sequenciais das células.
O comportamento linear para valores de absorbancia menores que 1 (linha pontilhada
horizontal preta da Figura 16) ¢ descrito pelas perdas de fotons por espalhamento dado pela
expressdo c.dC para uma secio de choque de espalhamento . = 7,4x10® cm? e um
comprimento do caminho optico d=1 cm.

O grafico log-log desse comportamento ¢ descrito por uma reta (linha continua laranja
da Figura 16) de coeficientes angular igual a 1 e linear igual a volume ce.d. Nesse caso, um

aumento da se¢do de choque G5 ¢ representado por um deslocamento do comportamento linear
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esperado para menores concentragdes. A concentragio N=1/ccd= 1,4x107 cm™ para A=1
(linha continua vertical preta) corresponde ao numero de células maximo para o qual existe,
em média, apenas uma célula dentro do volume c.d, probabilidade de espalhamento 100%, do
cilindro com area da base ¢ e caminho Optico d=1 cm da cubeta, ou seja, cada célula ndo faz
sombra a outra abaixo dessa concentragdo 1/c.d. Pode-se observar que os valores medidos da
absorbancia se desviam da reta 6.dC para concentragdes maiores que 1/c.d, uma vez que
mais que uma célula passa a ocupar o volume ced, na sombra de outra célula no mesmo
caminho optico, e que ndo serdo contabilizadas pela medida de absorbancia.

Do resultado acima, ¢ interessante comparar o quanto a se¢do de choque ce difere da
se¢do geométrica 6y = m(D/2)%, considerando aqui, por simplicidade, a célula C. albicans
como sendo uma particula esférica de diametro D. Assumindo D=5 um pode-se estimar ¢, =
2x107 cm?. Assim, 65/, = 0,4 d4 a probabilidade de espalhamento; ou seja, 60% dos fotons
que passam pela se¢@o geométrica o, da célula sdo espalhados. Os outros 40% dos fotons que
ndo sdo espalhados poderiam ser subtraidos por absor¢do Optica por moléculas que formam o
meio intercelular. Porém, a secdo de choque de absor¢do molecular, ., € muito pequena, da
ordem de 107'® cm?. Para produzirmos contribui¢io de absor¢do nos espectros da Figura 16a,
precisamos ter concentra¢cdes numéricas de metabolitos moleculares de, no minimo, 103
moléculas por célula. No entanto, as concentragdes tipicas de metabolitos sdo da ordem de
10%-107 moléculas por célula de C. albicans (~mMolar). Por isso ndo observamos
contribui¢do de absorg@o superposta a contribui¢do do espalhamento na Figura 16a. As perdas
de fotons por espalhamento s@o muito mais expressivas do que aquela produzida pela
absorcdo molecular nas células de C. albicans. Outro aspecto importante pode ser visto na
Figura 16b. Esse grafico demonstra que concentragdes numéricas de células de C. albicans
maiores que 3 ordens de magnitude de células de C. albicans podem ser determinadas de
forma precisa e menos dispendiosa através de uma medida de absorbancia (sensibilidade de
4x10, linha pontilhada horizontal da Figura 17) se o valor de G para essa célula é conhecido.

Para melhor demonstrar a importancia desse método, a Figura 17 faz uma comparagéo
entre os valores da absorbancia para amostras de C. albicans em suspensdes de PBS de
concentracdes numéricas obtidas pelo método de diluicdes sucessivas (circulos abertos
vermelhos) e através do padrio ouro de plaqueamento (quadrados abertos pretos, UFC.mL™),
considerando que aliquotas de amostras em triplicata com absor¢des idénticas foram
utilizadas em ambos os casos. Pode-se ver que os dados obtidos pelo padrio ouro também

apresentam dependéncia osdC para valores de absor¢cdo menores que 1. Os dois resultados
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estdo deslocados um do outro pelo fato do padrdo ouro considerar apenas células viaveis e,
portando, obter valores menores de concentragdo numérica. Ja a diluicdo sequencial realizada
no presente trabalho contém também a contribuicdo de células ndo vidveis, que sdo

contabilizadas no espalhamento optico medido pela técnica de absorbancia.
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Figura 17 - Comparagdo entre os valores da absorbancia para amostras de C. albicans em suspensdes de PBS de
concentragdes numéricas obtidas pelo método de diluigdes sucessivas (circulos abertos vermelhos) e
através do padrdo ouro de plaqueamento (quadrados abertos pretos, UFC.mL-1), considerando que
aliquotas de amostras em triplicata com absor¢des idénticas foram utilizadas em ambos os casos. A
linha reta continua verde descreve a dependéncia que representa a média entre as retas que
descrevem os dados obtidos com os dois métodos.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A relagdo que melhor descreve a dependéncia foi escolhida como aquela que
representa a média (linha reta continua verde) entre as retas que descrevem os dados obtidos
através do padrdo ouro (linha pontilhada preta) e através do método de diluigdo sequencial

(linha pontilhada vermelha) na Figura 17, que ¢ dada por:

ABS = (1x1077 cm®)C (5.1)
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Em que ABS representa a absorbancia e C o niimero de células por cm® com uma

precisdo avaliada no grafico de aproximadamente 20%. Desta forma ¢ possivel caracterizar de
maneira rapida e com uma precisdo aceitdvel o nimero de células de uma suspensdo através
da absorbancia relacionada ao espalhamento de luz.

A absorbancia com valor 0,6 (40% da absorbancia A=1) ¢ destacado pela linha
pontilhada preta horizontal na Figura 17. Esse valor corresponde a concentragdo de células de
C. albicans de se¢do geométrica G5 (6s/cz = 0,4) obtida diretamente da relagdo 5.1 acima e
que produz o preenchimento completo de uma superficie de uma lamina de microscopia de
4rea de 1 cm? em que as células estdo posicionadas lado a lado uma das outras. Esta condigio
restringe em muito a mobilidade das células, o que favorece a obtengdo de imagens estéticas
das células por microscopia confocal de varredura para estudos os estudos in-vitro realizados

neste trabalho. Maiores detalhes desse procedimento serdo mostrados na seg¢do que se segue.

5.3 Microscopia confocal

Nesta se¢@o sera apresentado os resultados de microscopia confocal de células de C.
albicans para caracterizacdo morfoldgica das células quanto para quantificar o nimero de

células por area analisada.

5.3.1 Caracterizacao morfologica das células

O presente trabalho trata de aspectos quantitativos envolvendo as propriedades
morfologicas da C. albicans. Nessa se¢do, sera considerado a caracterizagdo desta cé¢lula por
microscopia confocal por varredura utilizando diferentes modos de imagem (Figura 18). A
Figura 18a da exemplo de uma imagem de um corte confocal com ampliagdo de 63x da auto
fluorescéncia de C. albicans produzida com excitagdo por 2P em 800 nm no modo canal
superposto ao modo de transmissdo. A cor falsa em verde evidencia a autofluorescéncia
intensa do ntcleo. A imagem por transmissdo ndo confocal evidencia os limites da célula que
possui baixa emissdo no citoplasma. Essa condi¢do de alto contraste é propicia para estudos
da interacdo de fotossensibilizadores com a parede celular. As células foram depositadas
sobre uma lamina de vidro de um pogo de 4rea de 1 cm? com concentragio numérica de
células C = 7x10° cm™ (Abs=0,6). Como foi explicado acima, as células suspensas em

solucdo de PBS depositam sobre a lamina em poucos minutos formando uma monocamada
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densa de células que restringem a mobilidade das mesmas, condigdo propicia para se fazer
estudos in vitro com dependéncia temporal. Pode-se ver nessa imagem que as células

possuem formato ovalado com dimensdes em torno de 5 um.

Figura 18 - Microscopia confocal por varredura utilizando diferentes modos de imagem: a) imagem de um corte
confocal com ampliag@o de 63x da auto fluorescéncia de C. albicans produzida com excitagdo por
2P em 800 nm no modo canal superposto ao modo de transmissdo; b) imagem espectral e ¢) celular
por excitagdo por 2P.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Uma imagem de C. albicans no modo espectral pode ser visto na Figura 18b. Essa
imagem de autofluorescéncia foi produzida com uma objetiva de 20 x com excitagdo por 1P
em 405 nm mostra emissdo do nilcleo intensa na faixa do azul e outra menos intensa
esverdeada provinda do citoplasma. Este contraste de cor se deve ao fato de que cada pixel de
imagem conter informagéo espectral na faixa de 400-700 nm que sofre processamento através
de decomposi¢cdo RGB para se formar a imagem.

A viabilidade das células pode ser avaliada por microscopia confocal através de
marcadores celulares de processos envolvendo a morte celular. A Figura 18c mostra imagem
no modo canal de C. albicans marcadas com o LIFE/DEAD™ obtida com excitagdo por 2P
em 800 nm com ampliag@o por uma objetiva de 63x. A cor verde foi associada ao brometo de
etidio que marca parede e citoplasma e a cor vermelha ao laranja de acridina marca nucleo em
células viaveis. Ja células ndo vidveis sdo marcadas preferencialmente o citoplasma de
vermelho pela laranja de acridina. Portanto, a cor verde predominante na parede mostra que as

células s@o viaveis, que ¢ a condi¢do necessaria para os estudos quantitativos de interagdo,
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internalizacdo do fotossensibilizador e de morte celular por fotoinativagdo com C. albicans no

presente trabalho.

5.3.2 Contagem células

Como foi visto na se¢do 5.2, o espalhamento de luz foi utilizado de forma rapida e
precisa para se determinar varias ordens de grandeza da concentragdo numérica C de C.
albicans em suspensdo aquosa pelo método espectroscopico de absorbancia. Esta metodologia
realizada para imagem de microscopia confocal foi confrontada com o padrio ouro de
contagem por UFC e se provou eficaz para a contagem de C. albicans para valores de
absorbancia menores que 1 ou para concentragdes numéricas menores que 107 cm?,
considerando segdes de choque de espalhamento ce = 7,4x10°® cm? para essa célula.

A presente secdo descreve um terceiro método para contagem de células por
microscopia confocal. Nessa técnica, a area de varredura ¢ estabelecida de forma precisa (um
X um) na produgdo da imagem em acordo com o aumento dado pela objetiva escolhida. Como
muito dos experimentos neste trabalho foram realizados por microscopia confocal, foi feito
concomitantemente a contagem de células a partir das imagens obtidas pelo microscopio a

partir de rotinas do programa IMAGE J.

Figura 19 - Imagem de microscopia confocal no modo canal superposta a imagem néo confocal por transmissdo
de células de C. albicans em PBS depositadas sobre a base de vidro em um monopogo circular de
area de lecm? considerando volume de soluc¢do conhecido de 300 pL. O valor da absorbancia dessa
amostra ¢ de 0,58.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Um exemplo de uma dessas imagens no modo canal e superposto ao modo de
transmissdo pode ser visto na Figura 19. A contagem de células foi realizada através da
analise estatistica da intensidade da fluorescéncia natural das células na imagem analisada.
Nessa imagem foram selecionadas 4 regides de interesse (quadrados coloridos de area 2500
um?) que serviram de espaco amostral de células. Apds realizado a média do niimero de
células por area de imagem analisada, tal contagem foi calculada para a area de lcm? do
monopogo circular utilizado para imagem de amostras em solugdo de volume conhecido de
300 pL utilizado para preencher o mesmo. Este volume foi utilizado para se determinar a
densidade de células através do valor estabelecido na contagem de células e pelo fato de todas
as células estarem decantadas sobre a lamina de vidro na base do monopogo, condigdo
necessaria para se fazer a microscopia confocal por varredura das amostras de C. albicans.

Uma comparagdo entre os trés métodos de contagem de células utilizados no presente
trabalho podem ser vistos na Figura 20 para aliquotas de amostras obtidas durante o
crescimento de 13 h da levedura de C. albicans ap6s lavagem da solugdo do meio de cultura
utilizando centrifugacdo. A concentragdo numérica inicial utilizada foi aquela dada para o

valor de absorbancia igual a 0,1, ou de 10° células/cm® dada pela relagéo 5.1.
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Figura 20 - Curva de crescimento de C. albicans durante um intervalo de tempo de 13 horas cujo foi possivel
correlacionar a concentragdo numérica de células contada pelo método de plaqueamento e a
absorbancia medida a cada hora durante este crescimento.

Fonte: Elaborada pelo autor
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Com esta correlacdo sera possivel acompanhar uma aplicagdo de IFD e verificar quao
eficiente foi a combinagdo fotossensibilizador com dose de luz. Desta forma, se tal aplicagdo
foi significativa para a morte celular a levedura precisard de um tempo maior para alcangar a
mesma quantidade de células em relagdo ao crescimento descrito na Figura 20.

Para este estudo foi considerado que a aplicagdo da IFD no microrganismo ¢
irreversivel, como podera ser constato mais a frente neste trabalho por imagens de
microscopia confocal acompanhando a aplicag@o da [FD, neste caso ¢ esperado que a curva de
crescimento seja mais lenta em relacdo a uma curva sem IFD, pois apenas as células ndo
internalizadas pelo FS tera atividade metabdlica ativa.

A vantagem de se utilizar a imagem da microscopia confocal para contagem de células
de C.albicans foi a praticidade de se obter uma estimativa rapida, visual, da quantidade de
células. Porém, para validar este procedimento ¢ necessario que as células estejam
depositadas na concentragdo menor aquela para se formar uma tnica monocamada microbiana
fechada sobre a lamina do pogo, ou seja, ndo pode haver sobreposicdo de células, algo que
acontece para absorbancias maiores que 0,6 para a C. albicans. Como ja estabelecemos, a
concentragio maxima limite nesse valor de absorbancia ¢ de C = 7x10° cm™.

A Tabela 1 mostra alguns valores comparativos entre as formas de contagem através
do método de plaqueamento e através do método de contagem estatistica pela imagem de
microscopia confocal. Contagens por microscopia confocal se encontram subestimadas para
valores de absorbancia maiores que 0,6. Como a contagem estimada por microscopia confocal
pode ser utilizada para se ter uma avaliacdo mais visual da ordem de grandeza da
concentracdo das células, os valores obtidos para absorbancia menores que 0,6 pode se inferir
uma relacdo entre a contagem via microscopia confocal com resultados do padrio ouro de

plaqueamento.

Tabela 1 -  Comparativa da quantidade de células contadas pelo método do plaqueamento (unidade formadora
de colonia) método de contagem estatistica por imagem obtida pela microscopia confocal.

0,38 (3,7+0,3) x10° (1,6 = 0,8) x10°
0,58 (5,5+0,1) x10° (9,4 % 0,7) x10°
1,25 (1,9+0,1) x107 (1,23+0,7) x107

Fonte: Elaborada pelo autor.
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6 Resultado - Interacao do PDZ com C. albicans

6.1.1 Caracterizacio optica do fotossensibilizador PDZ

Nessa sec@o sera apresentada a caracterizagdo do fotossensibilizador PDZ em termos
de suas propriedades Opticas. A importancia de se caracterizar essa molécula ¢ devido a
necessidade de se ter uma determinag@o prévia do seu estado molecular, agregado ou livre,
em solucdo aquosa, de sua estabilidade térmica nessa solucdo e da capacidade de excitagdo
optica e de emissdo dessa molécula para depois escolher os melhores parametros para a
realizacdo da inativagdo microbiana e também para analisar com mais clareza os dados de

microscopia confocal por fluorescéncia.
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Figura 21 - a) Se¢@o de choque de absorcdo (c,=Abs/dN) obtida das medidas de absorbancia para o PDZ em
PBS na concentragdo molar de 10 uM. Nesse grafico ¢ mostrado a emissdo do PDZ para excitagio
em 405 nm. O espectro de fluorescéncia do PDZ ¢ mostrado para comparagdo; b) Dependéncia da
absorbancia para a banda de Souret em 405 nm e para a band Q mais intensa em 655 nm para
concentragdes molares variando de 48 nM a 12,3 uM.

Fonte: Elaborada pelo autor.

O espectro de absor¢cdo do PDZ apresenta uma banda muito intensa em 403 nm,
chamada banda de Soret, e outras bandas de absor¢ao de menor intensidade em 504 nm, 600
nm e 655 nm, chamadas bandas Q. Em especial, a banda em 655 nm ¢ bastante importante por

estar dentro do intervalo da janela terapéutica (600-1000 nm), %? ideal para a realizagdo de
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IFD, ja que nesse intervalo a luz penetra mais profundamente na pele, 3 e para alguns
tumores.

A caracterizacdo da absor¢@o Optica do PDZ foram feitas através do espectrofotometro
de UV-visivel (Varian, Cary 50). As medidas dos espectros do PDZ foram feitas em
diferentes concentracdes diluidas em PBS, conforme mostra a Figura 21. A capacidade de
absor¢do de luz do PDZ na regido espectral entre 300 ¢ 700 nm pode ser vista na Figura 19a
através da se¢do de choque de absor¢do (c.=Abs/dN). Esta propriedade independe da
concentragdo dessa molécula em PBS conforme mostra a Figura 19b, que mostra a variacéo
da absorbancia segue a lei de Beer-Lambert para a banda de Souret em 405 nm e para a band
Q mais intensa em 655 nm para concentragdes molares variando de 48 nM a 12,3 uM. Pode-
se ver que a banda de Soret possui um grande coeficiente de extingdo molar (¢=1,35x10° M-
Iem™), o que se reflete na alta capacidade de absorver fotons medida através do alto valor da
se¢do de choque 6= 5,3x10716 cm?.

A partir do grafico AxC, sendo A a absorbancia e C a concentragdo em UM e
conhecendo o peso molecular do PDZ que ¢ 1011 g/mol ¢ possivel estimar os coeficientes de
extingdo nos comprimentos de onda de 403 nm e 655 nm que foram obtidos a partir da lei de
Lambert- Beer onde o coeficiente de extingdo molar (¢) ¢ o coeficiente angula do grafico
AxC. O coeficiente de extingdo molar da molécula foi determinado para a banda de Soret, em
403 nm e para a banda Q em 655 nm através da medida do valor de pico da absorbancia para
estes comprimentos de onda em fung@o da concentragdo molar, utilizando a relag@o.

Para a banda de Soret, o coeficiente de extingdo molar obtido foi (1,35 £ 0,09) x 10°
M'.cm' e para a banda Q, o coeficiente de extingdo molar foi (2,24 + 0,04) x10* M-.cm™.
Seus coeficientes de extingdo sdo altos em relag@o a outros fotossensibilizadores (FS), o que
significa que ele absorve mais energia, e desta forma se tem um interesse como FS. Este alto
coeficiente de extingdo ¢ incompativel com a baixa eficiéncia de emissdo da PDZ em solugéo
aquosa, o que sera discutido a seguir através de medidas de tempo de vida através da
formacdo de agregados moleculares.

Moléculas organicas possuem se¢io de choque tipicas da ordem de 107'® cm?.
Considerando o tamanho médio dessa clorina da ordem de D=1,7 nm, pode-se estimar a se¢@o
geométrica dessa molécula (c,=m(D/2)* como sendo 6,=2,3x10'* cm?. Assim, a razio G./Gg =
0,023 da a probabilidade de 2,3% dos fotons incidentes na se¢do o, serem absorvidos. Para

maior parte das porfirinas, 1 foton ¢ absorvido para 100 fétons incidentes. A Figura 21a

também mostra espectro de fluorescéncia do PDZ para comparacdo que se encontra na regido
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do vermelho, com maximo em 662 nm. Tal espectro ¢ importante principalmente para os
experimentos em que a interagdo do FS com as células ¢ estudada por meio do microscopio de
fluorescéncia confocal.

A fotoinativagdo de micro-organismos requer o entendimento da estabilidade
fotoquimica do fotossensibilizador, ou seja, de sua capacidade de sofrer fotodegradagdo. Um
bom fotossensibilizador ¢ aquele que tem capacidade de produzir alta concentragdo de ROS,
ou seja, ele deve possuir alta taxa de transferéncia, ISC ou cruzamento intersistemas, do
estado excitado singleto para os estados moleculares tripletos. Porém, a alta produgdo de
espécies reativas ¢ refletido na autodegradacdo da molécula fotossensibilizadora que gera a

ROS.
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Figura 22 - Espectros de absorbancia do PDZ apés sofrer efeito de diferentes doses de luz de comprimento de
onda: a)de 660 nm e b) em 450 nm em uma biotable.
Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 22 mostra espectros de absorbancia do PDZ na concentragdo 10 uM apos
serem irradiadas por diferentes doses de luz de comprimento de onda de 660 nm (Figura 22a)
e 450 nm (Figura 22b) por biotable. Pode-se ver que uma dose de 2 J/cm? é suficiente para
produzir forte fotodegradagdo do PDZ. Este resultado se deve ndo sé a alta secdo de choque

de absor¢@o dessa molécula, mas também a eficiente producdo de ROS. Estes resultados
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refletem a alta capacidade dessa molécula de atuar como fotossensibilizador. Porém, novas
estratégias devem ser planejadas para compensar a fotodegradag@o durante a IFD, como a de
fomentar a reposi¢@o das espécies fotodegradadas por moléculas ndo danificadas, de melhorar
a seletividade e de atingir alvos especificos para produzir morte celular de forma mais eficaz.
Estas consideragdes serdo o foco do presente estudo a ser tratado mais adiante.

Outro aspecto importante ¢ a estabilidade do fotossensibilizador quanto a formagao de
agregados moleculares em solu¢do aquosa através de ligagdes Coulombianas fracas como
pontes de hidrogénio e de Van der Waals. Agregados moleculares possuem baixa eficiéncia
de emissdo e de geracdo de ROS por causa da forte competicdo com processos ndo radiativos
como a migracio do estado excitado entre as moléculas que formam o agregado.!'> A cinética
de formacdo de agregados moleculares depende fortemente da concentracdo inicial destas

moleculas, do meio em que estdo e do pH em soluc¢des aquosas.
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Figura 23 - a) Acompanhamento temporal do PDZ no intervalo de zero a 30 minuto seriado em intervalos de 5
min ¢ um tempo extrapolado de 60 min, mostrando que em PBS esta clorina ¢ bastante estavel. b)
acompanhamento térmico do PDZ, cuja estabilidade ¢ preservada até¢ 50°C, como a intengdo ¢
futuramente utilizé-la em teste in vivo esta clorina se mantém constante dentro da temperatura
média humana.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 23a mostra o valor absorbancia em 655 nm do PDZ para tempos tipicos
dentro do periodo de incubagao em células para uma solugdo de 40 uM em PBS a temperatura

ambiente. As medidas foram realizadas em intervalos de 5 min e foi constatado que no tempo
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de 30 min absorbancia do PDZ se mantém inalterada. A mesma estabilidade ¢ garantida para
um intervalo ndo continuo de uma hora mesmo nas altas concentragdes molares utilizadas.
Valores de absorbancia sao alterados pela formagao de agregados moleculares produz estados
moleculares de agregados que se distinguem espectralmente daqueles de molécula livre e pelo
aumento da probabilidade de espalhamento do tipo Reyleigh e Mie. O comportamento estavel
da absorbancia do PDZ em PBS indica que essa molécula ¢ estavel nas condi¢des utilizada no
experimento.

A estabilidade térmica da molécula PDZ em soluc¢do aquosa deve ser considerada de
igual importancia no presente trabalho. A Figura 23b mostra os valores absorbancia em 655
nm do PDZ para uma solucdo de 40 pM em PBS para varias temperaturas acima da
temperatura ambiente. As medidas de absorbancia mostram que o PDZ ¢ estavel para
temperaturas até 50 °C. O decréscimo do valor da absorbancia acima desta temperatura se

deve a formacdo de residuos moleculares com absor¢ao acima de 680 nm (ndo mostrado).

6.1.2 Fotodegracao PDZ por LED

Exposi¢do do PDZ com luz difusa de LED no comprimento de onda de 660 nm de
forma continua, para identificar qual dose de luz apresenta menor dano na molécula do PDZ.
Para tal foi utilizado as doses de 1, 5 ¢ 20 J.cm™, a dose 0 J.cm™ representa o FS sem
exposicdo com a luz, aplicado nas concentragdes de FS de 49,5; 24,7; 12,4 ¢ 6,2uM diluidas
em PBS.

Para as solugdes de PDZ diluidas em PBS, para todas as exposi¢des de luz em 660 nm
houve uma supressdo da intensidade da absorbancia do FS, devido a degradacdo da molécula
devido aos efeitos da transferéncia de energia fornecida pelo foton incidente.

2 a supressdo da intensidade foi menor em relagio as

No entanto, para a dose de 1 J.cm™
doses de 5 € 20 J.cm™ indicando que o emprego da exposicdo de 1 J.cm™ pode ser utilizado

como alternativa para a exposicao seriada.

6.1.3 Interacdo do PDZ com a Candida albicans sem luz

Os estudos da interagdo do PDZ com as células de C. albicans foram feitos por meio
de microscopia confocal de fluorescéncia. Além de diferentes modos de imagem e de

excitagdo, a microscopia confocal diminui o efeito de fotodegradacdo do FS, ja que apenas
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uma pequena area do plano focal ¢ irradiada, enquanto o restante da solu¢do ¢ mantida no
escuro ou sob condic¢do de baixa fluéncia luminosa, garantindo assim uma reposi¢@o constante

do FS que no sofreu fotodegradagéo por difusdo molecular para a regido iluminada.

Absorbancia

o 5 10 15 20
Dose de luz (J.cm™)

Figura 24 - Monitoramento do pico da intensidade de absorbancia para o PDZ no comprimento de onda de 654
nm, para as concentragdes, em UM (em PBS), de 49,5; 24,7; 12,4 ¢ 6,2, utilizando fonte de luz
difusa de LED (660 nm) nas doses de 1, 5 ¢ 20 J.cm™.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Foi adicionado a uma solu¢io de PBS de 300 uL de C. albicans (Abs=0,6 ou C=7x10°
células/cm®) de um volume de PDZ necessério para atingir concentragdes finais de FS de 10,
20 e 40 pM. As solugdes foram homogeneizadas e colocadas em uma placa contendo pogo
com janela de vidro para andlise. Apos o processo de decantag@o das células sobre a placa e
da incubacdo do FS, os estudos foram iniciados.

Dois lasers com caracteristicas distintas foram utilizados para se fazer as imagens por
1P ou por 2P: um laser de diodo de iluminagdo continua que produz excitagdo através da
absor¢ao de 1 foton (1P) em 405 nm e outro laser pulsado com taxa de repetigdo de 80 MHz e
que promove a transi¢@o eletronica em torno de 400 nm através da absorg@o de 2 fotons (2P)
em 800 nm no infravermelho. A poténcia média de cada laser foi ajustada para se ter uma
fluéncia de fotons de emissdo por pixel suficiente para se fazer a mesma imagem. A resolucéo
fixada pela objetiva de 63x ¢ de 200 nm e a velocidade de varredura determinada pelo tempo
de permanéncia em cada pixel de 12 ps, o que equivale aproximadamente a entrega de uma

dose luminosa nominal de aproximadamente 0,5 J.cm™ por pixel de imagem.
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A Figura 25a mostra imagem de um corte confocal medido no modo canal com
excitag@o por 2P em 800 nm de células incubadas com FS a 10 uM no escuro. A cor falsa em
verde (canal 1) representa a autofluorescéncia provinda do nucleo das células entre 420 e 579
nm, enquanto a cor avermelhada (canal 2) representa a fluorescéncia do PDZ captada entre
652 ¢ 758 nm. E possivel observar que o FS interage preferencialmente com a parede das
c¢lulas. As poucas areas com coloragdo branca uniforme com intensidade de fluorescéncia
saturada correspondem a fracdo de células mortas e que ja contém a parede celular
comprometida, o que favorece ima grande internalizagio do PDZ no meio intracelular. E
interessante observar a variagdo da intensidade ao longo de uma célula.

O perfil da intensidade da fluorescéncia ao longo da seta branca passando por uma
célula viavel da Figura 25a ¢ apresentado na Figura 25b. Para melhor visualizacdo, a variagdo
da intensidade para o PDZ foi ajustada por duas gaussianas nas paredes (linha continua
vermelha) somado a uma intensidade de fundo constante (linha tracejada cinza) em todo o
perfil, independente da presenca do nucleo (autofluorescéncia verde). Este resultado é uma
indicagdo de que a concentracdo do PDZ dentro da célula é a mesma que aquela fora da célula
e que O PDZ ndo acumula em organelas distintas no interior da célula. Pode-se observar
também que, nessas condigdes, a intensidade da emissdo do PDZ nas paredes ¢ quase 5 vezes
maior que a intensidade de fundo nas células viaveis. Além disso, esta célula possui um
diametro de 5,3 um e espessura da parede de aproximadamente de 1 um.

A Figura 26 compara as caracteristicas espectrais de emissdo da C. albicans em
solucdo de PDZ para diferentes condi¢cdes de excitagdo e concentragdo molar. A imagem
espectral da Figura 24a foi excitada por 1P em 405 nm utilizando uma concentragio de 7x10°
células/cm® e as mesmas foram incubadas no escuro com PDZ a 25 uM em PBS. E importante
salientar que a imagem de 1P ndo evidencia a emissdo da PDZ na parede celular, devido a

baixa concentracdo do PDZ que interage com a parede celular.
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Figura 25 - a) Microscopia confocal no modo canal de um corte confocal produzida com excitagdo por 2P em
800 nm e com amplia¢do de 63x da fluorescéncia do PDZ interagindo com C. albicans. As células
na concentragio de ~107 cm foram incubadas com FS a 10 uM no escuro. A cor falsa em verde
(canal 1) representa a autofluorescéncia provinda do nucleo das células, enquanto a cor avermelhada
(canal 2) representa a fluorescéncia do PDZ. b) Perfil da intensidade da fluorescéncia ao longo da
seta branca passando por uma célula viavel da Figura 23a. O perfil da intensidade para o PDZ (canal
2) foi ajustado por duas gaussianas nas paredes (linha continua vermelha). somado a uma
intensidade de fundo constante (linha tracejada cinza). Ja a autofluorescéncia do nucleo foi ajustada
com uma Unica gaussiana (canal 1, linha verde).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Porém, espectros de fluorescéncia (Figura 26a') avaliados nas regides de interesse
dentro da célula (circulo em vermelho-rosado) e na solugdo (circulo laranja) apresentam
emissdo fraca do PDZ entre 650 ¢ 700 nm, muito menor que a fluorescéncia do meio
intercelular (cor verde-azulada) entre 430 e 600 nm. Ja o uso do laser de 2P favorece a
excitagdo do PDZ, como pode ser visto na imagem espectral da Figura 26b, mesmo utilizando
uma concentragdo de PDZ 2,5 vezes menor. Nessa imagem, quatro regides de interesse foram
utilizadas para a avaliacdo da emissdo: a solugdo de PDZ (circulo laranja), o meio intercelular
de uma célula viavel (circulo rosa), o meio intercelular de uma célula ndo viavel (circulo
verde) e a parede celular (circulo em azul). Na imagem, a fracdo de células ndo viaveis ¢ de
~10%. Pode-se ver no grafico da Figura 24b' que a intensidade do PDZ em solugdo ¢
praticamente a mesma do meio intercelular de uma célula viavel, corroborando o resultado
anterior da figura 24. Nessa imagem, a intensidade da autofluorescém ¢ 3 vezes maior que a
do PDZ no meio intercelular. J4 a intensidade do FS na parede ¢ maior 3,5 vezes maior que o

da solucdo e comparavel com a autofluorescéncia da célula.
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Figura 26 - Comparac@o entre imagens e caracteristicas espectrais de emissdo da C. albicans em solugdo de
PDZ para excitagdo 1P (a, a') e 2P (b, b', ¢), bem como concentragdes molares de 10 uM (b, b') e 25
UM (a, a',c). As regides de interesse nas imagens que foram utilizadas para a avaliagdo da emissdo
foram a solugéo de PDZ (circulo laranja), o meio intercelular de uma célula viavel (circulo rosa), o
meio intercelular de uma célula néo viavel (circulo verde) e a parede celular (circulo em azul). O
espectro de emissdo do PDZ (linha preta) depositado sobre a lamina de vidro do pogo foi utilizado
para comparagdo. As mesmas condi¢des experimentais da Figura 23 foram utilizadas nesse
experimento, em relacdo a Optica necessaria e densidade de células analisadas.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A mesma avaliagdo espectral utilizando excitagdo por 2P foi feita Figura 26¢ para
concentragdo molar maior de PDZ de 25 uM. Nessa figura, os espectros foram normalizados
na emissdo do PDZ para evidenciar mudangas na forma e na posi¢@o espectral. O espectro de
emiss@o do PDZ (linha preta) que deposita sobre a lamina de vidro do pogo foi medido
através do posicionamento prévio do plano confocal sobre essa superficie e foi utilizado aqui
para comparagdo. Pode-se observar que a intensidade do PDZ para uma regido de interesse no
interior de células vidveis é comparavel a intensidade da autofluorescéncia para a
concentracdo molar de PDZ de 25 puM, indicando que a internalizagdo dessa molécula ¢
proporcional a sua concentracdo nominal na solugdo fora da célula e que a parede celular ¢
permeavel a difusdo molecular do PDZ.

No entanto, a forte variacdo da posi¢do da emiss@o dessa molécula indica perturbacdes

distintas da estrutura eletronica molecular pelas diferentes interagdes entre a molécula e o
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meio (solvente, parede e meio intercelular) ou entre moléculas do FS, formando agregados
quando acumuladas na superficie do vidro ou quando se encontram em altas concentragdes no
interior das células ndo vidveis. No entanto, as interagdes moleculares acima promovem
modificagdes que pode ser analisada pelas mudancas espectrais.

O tipo de arranjo molecular pode ser inferido se a dinamica do estado excitado for
considerada, por exemplo, em medidas do decaimento temporal da emissdo, denominadas
normalmente por medidas de tempo de vida que serdo apresentadas através de imagens de
tempo de vidas das amostras acima, como sera tratado na proxima se¢do. O comportamento
temporal desse decaimento pode ser profundamente pela competi¢do entre o processo
radiativo e outros processos ndo radiativos como, por exemplo, a migracgdo rapida e efetiva do
estado excitado entre moléculas em um agregado molecular.

E interessante estimar o quanto de PDZ sendo acumulado na parede celular da C.
albicans e o quanto internalizou nessa célula durante o processo de incubagdo sem luz. Para
isto, foi utilizado o método desenvolvido em nossos laboratorios envolvendo medidas de
absorbancia, que analisa a solu¢do sobrenadante apos centrifugar as células incubadas por um
dado tempo em solug@o de PDZ com uma concentra¢do molar Cy conhecida.

O que se espera deste experimento ¢ simulado na Figura 27a para diversas condigdes.
Esta figura basicamente é um grafico log-log da absorbancia do PDZ em soluc¢do aquosa
(=1,35x10° Mlem™) em funcfio da concentragio molar Cy. O caminho 6ptico da cubeta de
quartzo utilizada no experimento ¢ d=Icm. Em um experimento convencional, a absorbancia
segue a lei de Beer-Lambert que ¢ dada em termos da concentragdo mola por edCm. No
grafico log-log este comportamento ¢ descrito por uma reta (linha continha vermelha) de
coeficiente angular 1 e coeficiente linear log(ed). Segundo essa lei, Abs=1 ¢ obtida para a
concentracdo numérica N do PDZ del/c.d ou concentra¢des molares Cv=1/ed=7,7 uM. Para
concentracdes maiores que este valor, as medidas de absorbancia ficam limitadas pela razdo

sinal/ruido do detector e pela qualidade da eletronica do espectrofotometro.
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Figura 27 - a) Comparagdo da absorbancia do PDZ em solugdo aquosa (¢=1,35x10° M-lcm!) em fungdo da
concentragdo molar Cy para duas outras situacdes ndo convencionais podem que produzem um
comportamento fora daquele linear esperado pela lei Beer-Lambert no grafico log-log (reta continua
vermelha). A curva continua preta ¢ a situagdo em que uma fragdo das moléculas em solugdo
depositam nas paredes da cubeta formando uma monocamada. A outra ¢ aquela em que uma fragéo
das moléculas ¢ subtraida da solugdo de PDZ por interagdo com a parede celular de C. albicans ou
pela internalizagdo em um numero fixo de células adicionada a cada solugdo de PDZ de
concentragdo nominal Cy.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para concentra¢des menores que 1/ed, duas outras situagdes ndo convencionais podem
ocorrer no experimento e produzir um comportamento fora daquele linear esperado pela lei
Beer-Lambert no grafico log-log. Uma situag@o que pode ocorrer ¢ aquela em que uma fragéo
das moléculas em solucdo depositam nas paredes da cubeta. A outra ¢ aquela em que uma
fracdo das moléculas ¢ subtraida da solucdo pela interagdo ou internalizag¢do com a C.
albicans adicionada a uma concentra¢do numérica fixa de células a cada solugdo de PDZ de
concentracdo nominal Cum. No caso, a fracdo de fotossensibilizador que restou na solucgéo
sobrenadante ¢ analisada apds a centrifugacdo das células.

Na simulagdo da Figura 27a sera assumido que uma fragdo constante de moléculas Cs
de PDZ sera subtraida do volume analisado de V=1,5 mL. No caso das moléculas depositadas
sobre a parede da cubeta estdo no caminho Optico apenas nas duas faces perpendiculares ao

feixe luminoso e se adicionam a absorbancia das moléculas na solug@o. Se as moléculas de
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PDZ se depositarem deitadas lado a lado formando uma monocamada molecular compacta e
estavel sobre a parede interna da cubeta e que esta monocamada impede a superposi¢do de
uma segunda camada uma vez que a primeira neutraliza completamente interagdo molecular
com a superficie de quartzo. Nesta condi¢@o, o numero de moléculas depositadas na parede da
cubeta pode ser calculado assumindo que as clorinas possuem diametro D=1,7 nm e a area
geométrica do PDZ o=m(D/2)*=2,6x107'* cm? e que a 4rea total depositada nessa condigéo
compacta serd de 7 cm? para a cubeta de area da base de 1 cm? e volume analisado de 1,5 cm?.

Assim, o nimero de moléculas depositadas sem empacotamento serd 7 cm?/2,6x107'4
cm? ou 3x10' moléculas. A concentragio molar equivalente destas moléculas em 1,5 mL ¢
Cs=0,33 uM na faixa submicromolar. O valor da absorbancia para essa concentragdo molar
equivalente serd Abs=1,35x10° M'em™ x 1 cm x 0,33x10°® M=0,045. Qualquer medida de
absorbancia de uma solug@o de PDZ de concentracdo Cm em uma cubeta contendo moléculas
empacotadas em uma Unica monocamada nas paredes vera uma concentragdo maior Cy+Cs,
ou seja Abs=ed(Cm+0,33 uM). No grafico log-log da absorbancia pela concentragdo molar
Cm nominal sera representado por log(Abs)=log(Cm+0,33 uM)+log(c.d) representada pela
curva continua preta. Para Cv>>0,33 uM, esta dependéncia se aproxima da reta descrita pela
le1 de Beer-Lambert e se aproxima do valor 0,045 para Cm<<0,33 uM.

Nas condi¢des de deposi¢do acima, o raio de luz que passa através da cubeta vai ver
duas moléculas, uma em cada face da cubeta, dentro do volume do cilindro osd. A
concentragdo numérica equivalente de moléculas pode ser avaliada por N=2/c,d=8,7x10'3
cm’ e a absorbancia das moléculas depositadas na parede da cubeta pode ser calculada por
Abs=06.dN=0,045 (linha tracejada horizontal azul da Figura 27). Outra forma equivalente de
se calcular a absorbancia destas duas moléculas pode ser feita utilizando a probabilidade
destas duas moléculas absorverem um foton que ¢ Abs=26./6,=2x0,023=0,046. A hipotese de
deposicdo de uma monocamada compacta e inerte de moléculas de PDZ sobre a parede da
cubeta ¢ razoavel e sera verificada experimentalmente com sera visto abaixo.

Um comportamento oposto ¢é observado para a situagdo em que a solucdo
sobrenadante ¢ analisada apdés uma fragdo Cs da concentragdo nominal Cym de
fotossensibilizador interagir com um numero fixo de células Nca de C. albicans no volume
analisado. Esta fracdo Cs pode ser fixa como no exemplo da parede da cubeta no caso da
saturacdo de sitios de interagdo na parede ou no interior das células. Neste caso, a
concentracdo da solucdo sobrenadante sera Cm-Cs e sua absorbancia Abs=ed(Cwm-Cs), que vai

a zero no grafico linear quando Cy=Cs. A dependéncia desta absorbancia com a concentragdo
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Cwm pode ser vista no grafico log-log da Figura 24a pelas curvas laranja, azul e verde para trés
valores da concentragdo Cs iguais a 0,01, 0,1 e 1 uM, respectivamente. Neste grafico da
Figura 27, a solugdo estara livre de moléculas para valores de concentragdes Cv abaixo de Cs
(log(Cwm-Cs) ndo definido).

A Figura 27 mostra ainda o limite tipico inferior de sensibilidade de aproximadamente
4x10 (linha pontilhada preta horizontal) um espectrometro de absorbancia. Assim, fragdes de
moléculas interagentes Cs maiores que 50 nM podem ser estabelecidas em um experimento de
interagdo, como serda demonstrado abaixo. Este experimento ¢ uma maneira simples de se
determinar a dose necessaria ativa de fotossensibilizadores visando otimizar a fotoinativagéo e
verificar eficiéncia de um tratamento.

A Figura 27b apresenta medidas de absorbancia do PDZ para diferentes dilui¢des
molares em PBS utilizando cubeta de quartzo (d=1 cm). Foram feitas 10 diluigoes Cm=Co/2",
a partir de uma concentragdo Co=25 pM. As medidas foram realizadas comecando pela
solu¢do mais concentrada. Trés dependéncias sdo apresentadas. Os circulos abertos pretos
descrevem as absorbancias do PDZ em que a cubeta ndo foi lavada ao longo de todo o
experimento. Este comportamento ¢ descrito por Abs=ed(Cm+0,21 uM) para o caso em que
uma fracdo estavel (Cs=0,21 uM, linha tracejada preta horizontal) da concentragdo nominal do
PDZ ¢ depositada na parede da cubeta ja no inicio do experimento. A fragdo depositada é um
pouco menor que o caso da deposicdo de uma monocamada completa de PDZ sobre as
paredes da cubeta sem considerar efeitos das duas cadeias laterais. E de se esperar que estas
cadeias causam impedimento estéreco na deposi¢do em que as moléculas estdo deitadas lado a
lado, produzindo uma compactagdo menor sobre a superficie das paredes da cubeta de quartzo
e, consequentemente, um Cs 1,5 vezes menor.

No outro caso descrito pelos quadrados abertos vermelhos, a cubeta foi lavada com
etanol e secada em fluxo de nitrogénio antes da medida de absorbancia do PDZ para cada
diluicdo. Neste caso, o comportamento esperado da lei de Beer-Lambert Abs=edCym ¢
observado através da reta continua vermelha.

O ultimo comportamento ¢ descrito pelos quadrados abertos laranja da Figura 27 em
que a solugdo sobrenadante ¢ analisada apds interagdo do fotossensibilizador com um nimero
fixo de células Nc,=107 células/cm® de C. albicans. Nesse caso, o procedimento de lavagem e
secagem da cubeta também fo1 realizado. A dependéncia da absorbancia neste experimento
pode ser descrito por Abs=ed(Cwm-0,1 uM) para a qual uma fracdo das moléculas com

concentragio no volume de Cs=0,1 pM ou 9x10'® moléculas de PDZ em 1,5 cm?® vai interagir
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com sitios na parede ou no interior das células. Assim, cada célula vai interagir em média com
6x107 moléculas de PDZ considerando o niimero de células de 1,5x107 nesse volume.

Desconsiderando efeitos da eficiéncia de emissdo em meios distintos, os resultados
anteriores revelaram que a intensidade da emissdo do PDZ nas paredes ¢ quase 5 vezes maior
que a intensidade de fundo no citoplasma de células viaveis. Assim, 20% destas moléculas
estardo no meio intracelular e os outros 80% na parede celular. A concentragdo molar
estimada do PDZ no interior das células é 0,25 mM considerando o volume celular médio de
8 femtolitros, o que ¢ uma dose de fotossensibilizador muito alta. Esta concentragdo ¢ da
mesma ordem de magnitude do que os metabolitos mais abundantes no meio intercelular. Ja
na parede celular se encontram em média 4,8x10° moléculas fixas.

Como a area média da parede celular de uma célula de C. albicans ¢ Aca~78

2, a 4rea total ativa para interagdo sera de 12 cm? para 1,5x107 células. Isto

um?=7,8x10% cm
significa que a densidade superficial de moléculas de PDZ ¢é praticamente igual a da
superficie da cubeta, para um empacotamento compacto de moléculas deitadas sobre a
superficie e posicionadas lado a lado. Além disso, a saturagdo desta superficie por uma
monocamada indica que o PDZ néo interage consigo propria formando agregados moleculares

do tipo H. Como a parede celular ¢ espessa, estas moléculas vao estar isoladas nesse meio

ocupando os sitios interacdo até a saturag@o.

6.1.4 Internalizacao do PDZ induzida por luz em C. albicans

Na sec¢@o anterior foi possivel determinar que o PDZ interage preferencialmente com a
parede celular das células de C. albicans, enquanto 20% desse FS que interage com a célula
internaliza no meio intracelular. Nessa secdo, sera demonstrado que a internalizagdo dessa
molécula pode ser facilitada através aplicagdo de baixas doses de luz. Este resultado ¢
importante, pois evita fotodegradagdo excessiva e reduz tempos de tratamento. Um novo
protocolo utilizando esse procedimento na IFD de microrganismos sera discutido no final
desta segao.

A internaliza¢do induzida por luz do PDZ em células de C. albicans foi feito por
microscopia confocal de fluorescéncia. Esta metodologia por si s6 reduz os efeitos de
fotodegradacdo do FS, ja que apenas as moléculas na area do plano focal sdo excitadas por 2P
ou, para o caso de excitacdo por 1P, as moléculas sdo excitadas apenas na regido do foco,

enquanto o restante da solucdo ¢ mantida no escuro ou sob condi¢do de baixa fluéncia
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luminosa, garantindo assim uma reposicdo de FS que ndo sofreu fotodegradagdo por difuséo
molecular para a regido iluminada.

O acompanhamento da internalizacdo induzida por luz do PDZ em células de C.
albicans foram realizados no modo de série temporal. As dispersdes 300 pL contendo 10°
células foram adicionadas em uma placa contendo poco com janela de vidro para analise
contendo um volume de PDZ necessario para atingir concentragdes finais de FS de 10, 20 e
40 uM em PBS. Com esta quantidade de células se garante o recobrimento toda a superficie
do monopoco de area de base de 1 cm? evitando, com isso, a movimentacdo das células
durante os experimentos. Apds o processo de decantacdo das células sobre a placa, as séries
temporais foram iniciadas imediatamente apds incubagdo do FS. Os lasers utilizados para este
experimento foram de 405 nm (1P) e de 800 nm (2P) com poténcia fixa de modo a entregar
uma dose nominal de aproximadamente 0,5 J/cm? por pixel de imagem de modo a nio
produzir fotodegradagdo mensuravel durante a varredura da imagem com 1050 pixels em cada
eixo, enquanto o restante da amostra foi mantido no escuro. As imagens foram obtidas no
modo canal, em que a cor falsa verde representa a autofluorescéncia provinda do ntcleo das
células captadas entre 420 e 579 nm e a cor vermelha representa a fluorescéncia do PDZ
captada entre 652 ¢ 758 nm. Nessas condi¢des, a varredura foi ajustada de modo que imagens
foram tomadas a cada 30 segundos por 20 minutos.

A Figura 28 de (a) a (e) mostra imagens no mesmo plano confocal de uma série
temporal de uma area iluminada 106 um x 106 pm um laser de excitagdo por 2P (800 nm)
contendo células em solugdo com concentragdao de 40 uM de PDZ apos aplicagdo de doses de
luz de (a) 0 J.cm™; (b) 4 J.em); (¢) 7 J.em?; (d) 12 J.em™ e () 20 J.cm™. E possivel ver que
a luz induz a internalizagdo do FS nas células e que cada célula leva um tempo distinto no
aumento da fluorescéncia do FS em seu interior.

Ao final do experimento, a imagem foi expandida (Figura 28f) de modo a mostrar a
area iluminada e uma 4rea da sua vizinhanga mantida no escuro. E possivel ver que a regido
irradiada se destaca em vermelho, indicando maior concentracdo de PDZ em relagdo a area
ndo irradiada que apresenta predominancia da autofluorescéncia na cor verde. Além disso, ¢
possivel ver uma homogeneidade de FS na area irradiada e que o FS permanece no interior

das células apos a iluminagdo, condi¢des importantes para a aplicagdo de IFD.
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de 40 uM. As imagens foram feitas depois de aplicacdes de doses: (a) 0 J.cm?, (b) 4 J.em™; (c) 7
Jem%; (d) 12 J.em? e (e) 20 J.cm™. A imagem expandida (f) mostra a 4rea iluminada comparada a
drea mantida no escuro ap6s a entrega de dose final de 22 J.cm™ na érea irradiada. As identificagdes
R1, R2 e R3 sdo as areas analisadas na Figura 29.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 29 - Comportamento da fluorescéncia do PDZ nas regides destacadas durante o periodo de iluminacéo
(2P). As marcagdes “a”, “b”, “c” e “e” representa a regido irradiada mostradas na Figura 28,
indicando a intensidade referente ao aumento de PDZ nas cé¢lulas.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Nas imagens da figura 27 estdo destacadas quatro regides de interesse: a area total
iluminada, destacada em vermelho, e células individuais, destacadas em azul, verde e
amarelo. O aumento da fluorescéncia do FS normalizado pela area das regides de interesse foi
acompanhado temporalmente e pode ser visto na Figura 26. As quatro setas indicam as doses
correspondentes as imagens da Figura 28a-e. O aumento da intensidade do PDZ ¢ repentino,
mas diferente para cada célula, porém a dose média de iluminag@o necessaria para iniciar a
internalizagdo foi em torno de 4 J.cm™, tendo um aumento de aproximadamente 5 vezes na
area total, e de 10,5; 10 e 15 vezes nas regides em verde, azul e amarelo, respectivamente, e
tende a uma saturacdo. O decrescimo da fluorescéncia apos a saturagdo pode estar relacionado
com a saida gradual da célula da regido de interesse verde. Ja a regido de interesse em azul
apresenta dois estagios de internalizacdo durante o experimento.

O mesmo procedimento foi realizado, mas agora a irradiacdo foi feita com um laser
continuo em 405 nm (1P). A Figura 28a-e mostra imagens no mesmo plano confocal de uma
série temporal de uma area 106 um x 106 pum que contém de células em solucdo com
concentragio de 40 uM de PDZ apés aplicagdo de doses de luz de (a) 0 J.cm™; (b) 9 J.cm?;
(c) 21 J.em?; (d) 30 J.em™ e (e) 42 J.cm™. Mais uma vez, a internalizacio foi induzida por luz
através do laser de 1P. Na Figura 28f se pode ver a imagem expandida que compara a
fluorescéncia da area irradiada com a area nio irradiada. Como anteriormente, a area irradiada
apresentou maior intenslidade relacionadas ao PDZ (em vermelho) indicando maior
concentracdo de fotossensibilizador no interior das células em relagdo a fluorescéncia natural
das células (em verde) da area mantida no escuro.

Também, cinco regides de interesse foram destacadas para acompanhar o processo de
internaliza¢do da variagdo da intensidade da florescéncia na série temporal: a area total
irradiada, em vermelho, e células individuais em verde, azul, amarelo e ciano. O aumento da
fluorescéncia nas areas destacadas pode ser observado na Figura 31. Para esse caso, o
acrescimo da fluorescéncia comegou a partir de doses de aproximadamente 9,0 J.cm™, tendo
um aumento de aproximadamente 7 vezes na area total, e de 16, 19, 17 e 19 vezes nas regides
em verde, azul, amarelo e ciano, respectivamente. O acrescimo da fluorescéncia nesse caso
através da excitagdo por 1P em 405 nm foi maior que para o laser 2P em 800 nm, porém a
internalizagdo comegou para doses mais baixas para este laser. Estas doses de luz s@o baixas
quando comparadas as doses entregues na IFD,> 2> mesmo considerando o processo pontual
de varredura e a entrega de dosed variaveis apos cada imagem devido ao movimento, mesmo
que pequeno, das células. Mesmo assim, detalhes deste experimento mostrados a seguer

demonstram que os danos causados pela luz ocorre na parede celular.
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20 ym

Figura 30 - Imagem de microscopia confocal associada com a irradiagdo por laser de 1P. A identificagdo Area T
representa o perimetro da toda a ares da imagem da microscopia, as identificagdes R1, R2, R3 ¢ R4
sdo as areas que foram analisadas na Figura 31. No canto superior esquerdo de cada imagem de
microscopia estd a identifica¢do da dose de luz irradiada, sendo I, I, II e IV as doses de luz de a) 0
Jem2b) 9J.cm?, ¢) 21 J.em?, d) 30 J.cm?e €) 42 J.cm™, respectivamente. A imagem expandida f)
mostra a area iluminada comparada a area mantida no escuro apos a entrega de dose final de 22
J.cm™ na érea irradiada.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 31 - Comportamento da fluorescéncia do PDZ nas regides destacadas durante o periodo de iluminagéo
(1P). As marcagdes “a”, “b”, “c” e “e” representa a regido irradiada mostradas na Figura 30,
indicando a intensidade referente ao aumento de PDZ nas células.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Os mesmos experimentos foram realizados para concentragdes nominais de PDZ de
10, 20 e 40 uM em PBS, nas mesmas condi¢des de iluminacio. E possivel comparar o
aumento fluorescéncia do PDZ nas areas irradiadas para as trés concentragdes com os lasers
de excitacdo de 2P na Figura 32a e de 1P na Figura 32b.

As intensidades foram noramalizadas para a dose de luz inicial nos dois casos para
efeito de comparagdo. O aumento da intensidade da fluorescéncia do PDZ iniciou para o
mesmo valor de dose em torno de 5 J.cm? e da mesma forma gradual para as trés
concentracdes com a excitacdo por 2P em 800 nm (Figura 32a). Ja para a irradia¢do com laser
1P em 405 nm (Figura 29b) e, o processo de internalizag@o se inicia para doses torno de 5
J.cm™ e depende fortemente da concentracdo nominal de FS.

O aumento da fluorescéncia na area irradiada foi mais rapido e de aproximadamente 7
vezes para a concentragdo de 40 uM de PDZ, 3,5 vezes para a concentragdao de 20 uM e 2,7
vezes para 10 pM. Esses ultimos resultados podem indicar que a saturagdo da concentragdo
final no interior das células se deve a concentragio de PDZ disponivel na solu¢do. E
importante notar que a intensidade de luz por pulso para 2P ¢ muito maior do que para a
excitagdo continua por 1P.

Porém, a probabilidade de excitagdo 2P é muito menor do que a excitagio 1P.!?° Nos
experimentos acima, no entanto, as doses por pixels foram definidas para serem equivalentes
para os dois tipos de excita¢do. Por outro lado, resultados recentes obtidos em nosso grupo
demonstram que o uso de laser 2P ¢é eficaz na excitagdo de agregados moleculares.®!

O experimento a seguir pretende entender melhor aspectos associados as diferentes
incorporagdes do PDZ em células de C. albicans pela a¢do da luz nos regimes de excitacdo
por 1P e 2P envolvendo a internalizagdo com aumento da emissdo e sua saturagdo posterior.
Aqui ¢ importante determinar a dose de luz minima necessaria para produzir inativacio rapida
das células através da produgdo de danos permanentes associados principalmente a parede
celular.

O experimento ¢ composto por duas partes. Na primeira parte, microscopia confocal
foi utilizada para aplicar e fazer o acompanhamento sistematico da aplicacdo de doses
sucessivas através de excitagdo por 1P em 405 nm até atingir um valor D=13 J/cm? pouco
acima da dose em que a intensidade do PDZ comeca a aumentar no interior das células (D=4
J/em?). Doses sequenciais de luz de aproximadamente 0,5 J/cm? foram aplicadas para cada

pixel de imagem em uma regido do corte confocal de células de C. albicans conforme descrito

acima contendo PDZ a 40 uM em PBS. As imagens da area iluminada para doses zero e 13
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J/em? estdo inseridas nas Figura 33a e Figura 33b. Espera-se produzir pouco danos as células

neste intervalo.
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Figura 32 - a) Comportamento da fluorescéncia do PDZ da area irradiada durante o periodo de iluminagéo para
trés concentragdes diferentes com laser pulsado em 800 nm. b) Comportamento da fluorescéncia do
PDZ da area irradiada durante o periodo de iluminagéo para trés concentragdes diferentes com laser
continuo em 405 nm.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A segunda parte do experimento teve objetivo somente acompanhar a evolucdo da
emissdo no interior da area em que foi aplicada a dose total através de uma série temporal de
imagens por microscopia confocal utilizando baixa dose (D< 0,5 J/cm?), sem produzir danos
ou fotodegradagdo mensuraveis. Duas imagens com campo de visdo ampliado foram obtidas,
uma apods a aplicagio da dose de 13 J/cm? e outra antes de se iniciar a evolugdo temporal da
intensidade, para se obter os valores proporcionais das intensidades entre as areas ndo
irradiadas nas duas partes. A Figura 33¢ mostra a imagem ampliada no final da série temporal
apo6s 20 min. Ja a Figura 33d apresenta o grafico da evolucdo da intensidade da emissdo do
PDZ dentro da area irradiada para a primeira parte (circulos fechados cinzas) e para a segunda
parte (circulos abertos) em funcdo do tempo. Primeiramente, pode-se ver que ndo ha
evidéncia de fotodegradacdo do PDZ na primeira parte do experimento quando doses efetivas

de luz sdo aplicadas em cada pixel de imagem com objetivo de produzir dano celular.
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O aumento da intensidade da emissdo do PDZ para doses de luz acima 4 J/cm? é um
indicativo de que a parede celular sofreu danos mensuraveis que permitiram a internalizagéo

desta molécula para o citoplasma celular.
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Figura 33 - Acompanhamento sistematico da aplicacdo de doses sucessivas aplicadas em células de C. albicans
em soluc¢do de PDZ a 40 uM em PBS através de excitagdo por 1P em 405 nm até atingir um valor
D=13 J/cm2. Esta dose ¢ pouco acima da dose de 4 J/cm2 em que a intensidade do PDZ comega a
aumentar no interior das células (parte 1). As imagens sfo da area iluminada para a) doses zero ¢
b)13 J/em2 e da area com campo de visdo ampliado feita no final da serie temporal (parte 2) apos 20
min mostrando a area irradiada no centro; d) grafico da evolugéo da intensidade da emissdo do PDZ
dentro da area irradiada para a primeira parte (circulos fechados cinzas) e para a segunda parte
(circulos abertos) em fun¢do do tempo. A linha tracejada foi utilizada para indicar que, no intervalo
de tempo entre a primeira e a segunda parte do experimento foi interrompido para se estabelecer as
condigdes de medida necessarias para a parte 2.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Esse comportamento descreve o acimulo gradativo do PDZ no interior da célula que
atravessa a membrana através de eventuais defeitos (nano fissuras) produzidos na parede
celular. Apds a aplicagdo da Gltima dose efetiva de 13 J/cm?, a intensidade da emissdo do

PDZ nas células continua aumentar de forma exponencial crescente (ndo mostrado) até atingir
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a saturagdo tempo caracteristico de aproximadamente 3 min. A intensidade da emissdo
aumenta 9x apo6s 20 min em relacdo ao seu valor inicial. A intensidade aumenta 7x no
experimento de aplica¢do de doses continuas em células de C. albicans mostrado na Figura
33d para PDZ na concentragdo de PDZ a 40 uM em PBS. Este experimento demonstra que
ndo ¢ preciso aplicar doses excessivas para produzir danos na parede celular e induzir a
internalizac¢do do FS em células de C. albicans.

A viabilidade das células na area que sofreu irradia¢do no experimento acima pode ser
avaliada por marcadores que caracterizam o dano na membrana produzido pela combinagéo
entre luz, FS e geracdo de espécies reativas. Marcadores do tipo LIVE/DEAD™ sio solucdes
que contém uma mistura de dois corantes fluorescentes que marcam diferentemente células
vivas e mortas. Aqui, o corante de células vivas laranja de acridina (LA) ¢ altamente lipofilico
e altamente permeante de membranas citoplasmaticas de células intactas e viaveis e rotula as
mesmas com emissdo no verde em 515 nm. Ja o corante brometo de etideo (BE) ¢
impermeabilizante & membrana de células, mas rotula células com membranas plasmaticas
comprometidas ndo viaveis com emissdo em 617 nm, no vermelho. Uma vez ligado ao DNA,
a sua fluorescéncia aumenta 30 vezes.'*

Dessa forma, ¢ possivel observar de forma qualitativa se a dose aplicada foi suficiente
para causar danos que levam a morte celular, comparada com a regido ndo irradiada. O
resultado pode ser visto na Figura 31a. Esta figura mostra a imagem no modo canal, em que a
fluorescéncia foi captada entre 415 a 540 nm para o LA (verde), e entre 580 ¢ 620 nm para o
BE (vermelho). Esta regido ¢ a mesma utilizada na Figura 33c e que foi corada com
LIVE/DEAD ap6s o experimento.

A Figura 34b mostra os espectros em duas regides destacadas, uma em azul, fora da
regido irradiada, e outra em amarelo, dentro da regido irradiada. Como ¢ possivel ver, na area
mantida do escuro, prevalecem células verdes, indicando que a maioria das células estdo
vivas, podendo indicar uma baixa citotoxicidade do FS no escuro. Ja a regido irradiada,
prevalecem células avermelhadas, indicando que a maioria das células foram mortas.

O espectro confirma os resultados, mostrando que a regido mantida no escuro emite
majoritariamente em torno de 520 nm e a regido irradiada, apesar de apresentar emissdo em
torno de 520 nm, emite também perto de 617 nm. Assim, pode-se concluir que uma dose

2 com laser continuo de 450 nm (microscopio confocal) é suficiente para

minima de 13 J.cm’
causar dano celular. Este resultado levou ao estabelecimento de um novo protocolo para IFD

em células de C. albicans.
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Figura 34 - a) Imagem de microscopia de fluorescéncia no modo canal, adquiridas de 415 a 620 nm, com
marcadores LA e BE. A area destacada em ciano representa a area irradiada, e as areas destacadas
em azul e amarelo representam areas de interesse em que foi obtido seus espectros; (b) Espectro de
emissdo referentes as regides destacadas em azul e amarelo. As células com cor em verde
representam as células viaveis, enquanto as avermelhadas representam as células comprometidas

Fonte: Elaborada pelo autor.

A seguir, Figura 36, sera mostrado que uma pequena dose de luz LED comercial de
poténcia 30 mW, tipico de Biotables, ¢ suficiente para induzir danos a membrana celular de
C. albicans e promover rapida internalizagdo do PDZ no meio intracelular. Este processo foi
denominado de etapa de pré-iluminagéo e foi realizada com luz LED difusa em 450 nm com
largura de banda de aproximadamente 20 nm. Assim, nesse faixa de comprimento de onda,
apenas uma fragdo da cauda de menor energia da banda de Soret em 403 nm estd sendo
excitada, ou seja, de se¢des de choque entre 0,2 e 0,5x107'® cm? do PDZ estdo sendo vistas
pela luz incidente, com eficiéncia de excitacdo 10 vezes menor que aquela feita no maximo
dessa banda. Mesmo assim, a luz nesse comprimento de onda foi utilizada, induzindo danos
celulares irreversiveis que levam internalizagéo rapida do PDZ.

Assim, a inten¢do desse experimento € verificar se uma pequena dose de luz durante o
periodo de incubag@o pode aumentar a interacdo do FS com as células, em um comprimento
de onda de 450 nm em que o FS néo ¢ muito pouco fotoexcitado, para posteriormente aplicar
a 1luminagdo de PDT em 660 nm em baixa dose para causar a morte celular. Para visualizar a
internalizag@o apds a aplicacdo de doses baixas de luz, irradiadas em condi¢des nominais de
de 0, 1 e 5 J.em™, foi utilizado o microscopio confocal para fazer imagem das células
previamente incubadas com 20 uM de PDZ, como mostrado nas Figuras 32a, b e,
respectivamente. As imagens foram feitas no modo canal e transmissdo, sendo que a faixa
espectral entre 415-535 nm ¢ associada a autofluorescéncia (verde) e entre 622-692 nm a

emissdo do PDZ (vermelho).
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Através das imagens feitas, na amostra incubada no escuro (Figura 35a), ndo foi
possivel observar interagdo do PDZ com as células, em que ¢ visto apenas as células com
fluorescéncia em verde, provinda da autofluorescéncia de seu nucleo. Porém, a fluorescéncia
do PDZ ja pode ser detectada na amostra que sofreu pré-iluminacio de 1 J.cm™ (Figura 35b),
sobrepondo a autofluoréncia. Esta pequena dose ja foi suficiente para promover a
internalizagdo do FS nas células. Na amostra que sofreu dose de 5 J.cm™, todas as células

apresentaram FS em seu interior, também de forma mais homogénea.

Figura 35 - Células de C. albicans incubadas com 20 uM de PDZ e pré-ilumina¢des com LED em 450 nm e
doses de: (a) 0 J.cm-2; (b) 1 J.cm-2; (¢) 5 J.cm-2.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Esses resultados indicam que uma pré-iluminacdo de baixa dose com LED em 450 nm
durante o periodo de incubagdo causa pequenos danos a parede celular, aumentando a
internaliza¢do do FS nas células. Apds sofrerem a etapa de pré-iluminacdo, as células podem
receber a iluminagdo de IFD no comprimento de onda mais adequado em 660 nm e, em baixa
dose, promover na sequéncia morte celular mais efetiva com uma concentragdo maior de PDZ
no meio intracelular. Este resultado pode ser utilizado como um protocolo para IFD mais
eficaz. A proposta ¢ realizar a incubagdo do FS e ao mesmo tempo fazer as sequéncias de pré-
iluminagdo da amostra através da aplicacdo de uma dose minima, mas que seja suficiente para
induzir danos a membrana celular, seguida de um intervalo de tempo curto de 2 min,
suficiente para a internalizagdo efetiva do FS no meio intracelular. Finalmente, as amostras
estdo aptas para receber IFD em baixa dose. Com isso, aplica-se baixa dose de luz e de
farmaco, economizando FS e tempo de tratamento.

Ensaios de viabilidade celular utilizando o protocolo convencional sem pré-iluminacéo
de dose unica e aplicando somente pré-iluminagdes seriadas do protocolo sugerido acima

foram realizadas para confirmar se ha um aumento na eficicia do tratamento utilizando o
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segundo protocolo sugerido nesse trabalho. Na iluminagdo seriada, doses de 1,0 J.cm™
seguidas de um intervalo sem ilumina¢do de 2 min para a internalizagdo do PDZ foram
aplicadas em série até atingir a dose utilizada no protocolo convencional. Aqui foi utilizada
iluminagdo por LED’s no comprimento de onda de 660 nm com exposi¢do de forma continua

e seriada, para das doses de luz finais de 5 J.em™, 10 J.cm? e 20 J.cm™.
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Figura 36 - Viabilidade celular de C. albicans com interagdo com o PDZ iluminado com LED em comprimento
de onda de 660 nm, com dose exposta de forma continua (barras azuis) e seriada (barras amarelas),
as barras verdes s@o os controles (sem luz e sem FS) e (sem luz e com FS).

Fonte: Elaborada pelo autor.

O grafico de barras apresentado na Figura 36 compara a contagem UFC de células em
fun¢@o da dose aplicada para a aplicagdo seriada e tnica. O resultado indica que para a mesma
dose de luz, a exposicdo seriada de pré-iluminacdo apresentou uma supressdo na viabilidade
celular bem maior do que a exposicdo continua da fonte de luz. Para a dose de 5 J.cm™ a
exposi¢do seriada apresentou uma supressdo na viabilidade em uma ordem no UFC/mL,
enquanto a exposi¢do continua suprimiu pouco a viabilidade. O mesmo padréo de supressio
se manteve para as outras doses, 10 e 20 J.cm™, cuja a supressio para a exposicio seriada foi
de 2 ordens no UFC/mL para ambas as doses, ja para a exposi¢do continua apenas para a dose

de 20 J.cm houve uma supressio de 2 ordens no UFC/mL.
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Varios aspectos desse experimento envolvendo o valor da dose de luz e de FS, o
intervalo para incorporagdo ¢ a fotodegradagdo do FS devem ser considerados para aumentar
a eficiéncia da fototerapia. Imagens de tempo de vida (FLIM) e medidas da recuperacdo da
fluorescéncia apds fotodegradagcdo mostradas a seguir podem ajudar a entender melhor os

resultados de presente secdo.

6.1.5 Tempo de vida de fluorescéncia PDZ

O decaimento temporal da fluorescéncia do PDZ pode dar informagdo do arranjo
molecular e da influéncia do ambiente sobre as propriedades da molécula através da
comparacdo direta entre os tempos de vida avaliados da dependéncia temporal. Como nas
imagens espectral, a microscopia confocal por varredura permite obter imagens em que cada
pixel esta associado a um decaimento temporal da emissdo. Em vez de contraste espectral, as
imagens de tempo de vida, FLIM, possuem contraste por tempo de vida, o que ¢ bastante
interessante, pois cada interacdo do fotossensibilizador com o ambiente e com sua vizinhanga
pode alterar fortemente o tempo de decaimento.

Para o caso do PDZ, as imagens de tempo de vida de emiss@o forneceram informacgdes
distintas para quatro ambientes a serem considerados na andlise: em solucdo aquosa;
depositado em uma monocamada compacta sobre vidro (tomado para comparagio),
incorporado a parede celular (area nio irradiada) e internalizado no citoplasma das células
(area irradiada) para diferentes concentragdes do PDZ.

No primeiro experimento mostrado na Figura 37, as imagens FLIM foram feitas em
uma regido que contém a area irradiada de 106 nmx106 nm central e a area ndo irradiada
externa para comparacdo. As medidas foram feitas apos o processo de internalizacdo descrito
na se¢do anterior irradiando com laser 2P pulsado em que se utilizou uma concentragio
nominal de 20 uM de PDZ e foi medido apenas fluorescéncia do FS entre 640 e 670 nm.

As Figura 37a e b destacam os decaimentos temporais da emissdo do PDZ em escala
monolog e os histogramas de tempos de vida, respectivamente, obtidos para o FS a partir das
imagens FLIM a esquerda para ambientes distintos, a saber: solucdo aquosa de PBS;
depositado sobre o vidro em solug@o aquosa; na parede celular na regido nio irradiada; e no
interior das células na regido irradiada. Nesta figura podem ser vistas as imagens de tempo de
vida FLIM c) da parede celular em destaque na regido ndo irradiada; d) a imagem ampliada

contendo a regido irradiada central e a ndo irradiada mais externa; e) da superficie do vidro
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contendo deposito de PDZ. Uma imagem de microscopia confocal no modo canal pode ser
vista também (f) para comparagdo com a imagem d. Nas imagens FLIM, o contraste de cor
falsa representam tempos de vida de fluorescéncia menores para regides mais azuladas,
enquanto as regides mais avermelhadas apresentam tempos de vida de fluorescéncia maiores,
conforme a escala mostrada abaixo das imagens.

O decaimento da emissdo em cada pixel da imagem teve tempos de vida mensurados
através de ajuste dado pela superposi¢do de duas exponenciais (N=2 na equagdo (4.6) com
tempos de decaimento distintos. Na Tabela 1 é possivel ver os resultados de tempo de vida
médio em casa situacdo analisada, obtidos a partir das curvas de decaimento e calculado com
a Equacdo 4.6. Também foi avaliado o tempo de vida médio para cada pixel, que foram
usados para fazer os histogramas de tempos de vida avaliados para todos os 1024x1024 pixels
da imagem. Os histogramas foram normalizados para comparagdo de forma que o seu
maximo tivesse valor igual a uma unidade.

A Figura 37a destaca os decaimentos tipicos encontrados nos ambientes analisados
descritos acima. O decaimento é monoexponencial com tempo de decaimento em torno de
3,75 ns para o PDZ interagindo com a parede celular. Moléculas isoladas normalmente
possuem decaimento da emissdo através de um Unico processo descrito pelo tempo de vida
natural da molécula. Ja nos outros ambientes vistos pela molécula, o decaimento ¢
biexponencial descrito por um tempo curto entre 0,6-0,6 ns, mas que diferem pelo tempo
longo, que varia entre 2,0-3,8 ns. Os tempos curtos sdo dados por processos ndo radiativos
que suprimem rapidamente o estado excitado devidos as interagdes moleculares.’! 12> Os
tempos longos estdo associados aos decaimentos dos estados excitados do PDZ que
sobreviveram a aniquilacdo rapida dos processos ndo radiativos envolvendo agregados
moleculares do FS. Nesse caso, as varia¢cdes do tempo de decaimento se devem as
perturbacdes dos estados moleculares do FS por diferentes interagdes nos distintos ambientes
em que ele se encontra. Estas diferentes interagdes produziram as variagdes na posig@o
espectral da emissdo do PDZ na Figura 37c.

Na Figura 37b se encontram os histogramas para os ambientes estudados e que representam
de forma mais fidedigna a distribui¢do de todos os tempos de vida médios nessas regides. Nas
paredes celulares estes tempos de vidas se distribuem em torno de 3,8 ns (curva continua em
azul). O tempo de vida médio cai para valores em torno de 2 ns no interior das células apos
sofrerem irradiacd@o e posterior internalizacdo do PDZ.

Na Figura 37b se encontram os histogramas para os ambientes estudados e que

representam de forma mais fidedigna a distribuicdo de todos os tempos de vida médios nessas
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regides. Nas paredes celulares estes tempos de vidas se distribuem em torno de 3,8 ns (curva
continua em azul). O tempo de vida médio cai para valores em torno de 2 ns no interior das
c¢lulas apds sofrerem irradiacdo e posterior internalizagdo do PDZ. Nestas condi¢des, a
concentracdo de PDZ ¢, como foi visto, bastante alta na faixa de mM o que equivale a 1
molécula por 160 nm?, ou dentro de uma de um volume esférico de raio r=3,5 nm, a uma
distancia média de 7 nm uma das outras. A estas distancias, uma molécula excitada passa a
ver outra no estado fundamental por interacdo de dipolares antes do processo de emissdo, o

123-124

que permite a transferéncia de energia do tipo Foerster eficiente entre a molécula de

PDZ excitada doadora para a molécula ndo excitada aceitadora no ambiente intracelular.
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Figura 37 - a) Decaimento temporal da emissdo do PDZ em escala monolog e b) histograma de tempos de vida
obtidos em diferentes ambientes. A direita, imagens de tempo de vida, FLIM, relacionadas aos
graficos a direita, ¢) a parede celular; as regides irradiadas interna e ndo irradiada externa, d) regido
ampliada para evidenciar que apenas onde a irradiagdo ocorreu ha uma maior presenga de PDZ e)
superficie do vidro; f) imagem de imagem de microscopia confocal no modo canal para comparagéo
com a imagem d). A concentra¢do nominal utilizada do PDZ foi de 20 uM.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os tempos de vida médios do PDZ caem mais ainda e se distribuem em torno de 0,5
nm para o PDZ em solugdo de PBS fora das células e para o PDZ depositado sobre a
superficie do vidro do pogo para a microscopia. No caso do vidro, ficou demonstrado que

estas moléculas formam uma monocamada densa devido a interagdes dipolares fracas do tipo
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ponte de hidrogénio entre os hidrogénios dos grupamentos metila PDZ com as hidroxilas do
vidro ou quartzo.

Esta estrutura formada por um empacotamento lateral denso do tipo J permite uma
transferéncia de energia ndo radiativa eficiente entre as moléculas excitadas e aquelas no
estado fundamental nas vizinhas, o que produz fortemente o tempo de vida do estado
excitado. Agregados do tipo J devem estar presentes no caso do PDZ em solugdo aquosa fora
das células e que também reduz os tempos de vida para a faixa de 0,5 ns. Estes agregados
devem se desfazem quando em contato com a parede celular lipofilica das células através da
desestabilizagdo da interacdo dipolar entre as moléculas do agregado, aumentando

consideravelmente o tempo de vida do PDZ nesse ambiente.

Tabela2 -  Tempo de vida de fluorescéncia do PDZ em diferentes situagdes como: sobre o vidro, solugdo
aquosa, area irradiada, parede celular

Localiza¢ao do Tempo de decaimento Tempo de decaimento
PDZ curto (ns) longo (ns)
Sobre o vidro 0,58 2,07
Soluciio aquosa 0,55 2,12
Area irradiada 0,54 2,72
Parede celular - 3,74
Area total 2,11 3,52

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os resultados de tempo de vida da Figura 37a mostram uma grande dependéncia do
tempo de vida do PDZ com o ambiente para o qual estd molécula estd interagindo. E
interessante, no entanto, fazer imagem de tempo de vida durante a incorporagdo do FS
descrito na se¢do 6.1.4, uma vez que a concentracdo do PDZ no interior das células irradiadas
sofre grande aumento durante este processo. Além disso, os processos ndo radiativos sdo
efetivos quando essa molécula agrega em solucdo aquosa ou quando forma monocamada
densa sobre o vidro e quando estd em alta concentracdo apds a internalizagdo induzida por
luz.

Nas Figura 38a e b se pode ver os decaimentos temporal da emissdo do PDZ em escala
monolog e os respectivos histogramas obtidos dentro de células presentes na area irradiada
por laser 2P apos aplicar diferentes doses. Os dois graficos também mostram o decaimento e o
histograma avaliados na mesma 4rea, porém medidos apo6s esperar por 20 min a incorporagao
no escuro depois da aplicagdo da Gltima dose de 30 J/cm? (linha cinza). Para comparagio,
foram incluido o decaimento e o histograma avaliados na parede da cé¢lula de C. Albicans na

area ampliada ndo irradiada depois do experimento (linha preta). A concentragdo nominal
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utilizada do PDZ foi de 20 uM. As curvas continuas em vermelho sdo os decaimentos obtidos
pelo ajuste biexponencial.

Pode-se ver nas Figura 38a e b que o tempo de decaimento da emissdo do PDZ
diminui com a dose de luz aplicada e continua caindo no escuro ap6s 20 min da aplicagdo da
Gltima dose de 30 J/cm?. Estas reduc¢des no tempo de vida ja ocorrem com 3 J/cm?, a dose de
luz que esta no limiar daquela que produz dano suficiente para promover a internalizacio

induzida por luz.
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Figura 38 - a) Decaimento temporal da emissdo do PDZ em escala monolog e b) histograma de tempos de vida
obtidos dentro de células presentes na area irradiada por laser 2P apos aplicar diferentes doses. Os
dois graficos também mostram decaimento e histograma na mesma area, porém medidos apos
esperar incorporagdo por 20 min da aplicagdo da ultima dose de 30 J/cm? (linha cinza). Para
comparagdo, foi incluido o decaimento e o histograma avaliados na parede da célula de C. albicans
na area ampliada ndo irradiada depois do experimento. A concentracdo nominal utilizada do PDZ
foi de 20 pM. As curvas continuas em vermelho sio os decaimentos obtidos pelo ajuste
biexponencial.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A incorporagdo aumenta com o aumento da dose, elevando a concentragdo do FS no
meio intracelular. Esse aumento da concentrag@o na faixa de mM pode promover a agregagdo

molecular que gera canais ndo-radiadivos adicionais e que competem com a emissdo
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reduzindo o tempo de vida na mesma propor¢do. Além disso, a taxa de transferéncia de
elétrons singletos excitados para estados tripletos ¢ reduzida por causa desta competigéo,
diminuindo a probabilidade de gerar espécies reativas. Assim, aumentar a concentracdo no
meio intracelular acima de um dado valor pode néo ser vantajoso quando taxas das perdas ndo
radiativas superarem as taxas de formacgdo de espécies reativas com formagdo de agregados
moleculares.

E importante ver que a forte redugdo do tempo de vida com o aumento da dose ndo
esta associada com o processo de fotodegradagdo molecular ¢ sim com o aumento da
concentracdo do PDZ no meio intracelular. A internalizagdo continua a aumentar no escuro
durante o intervalo de tempo de 20 min ap6s a aplicagido da dose de 30 J/cm?. A concentragio
mais alta no término dos 20 min foi demonstrada na Figura 38a. Ja o tempo de vida cai

proporcionalmente para os valores altos de concentragdo do PDZ apos o intervalo de 20 min.

6.1.6 Recuperaciao da fluorescéncia apos fotodegradacao (FRAP)

A Figura 39 mostrou que a exposi¢do de forma seriada utilizando iluminagdo LED
produziu morte celular de forma mais eficaz. Na presente se¢o, serdo apresentadas medidas
de microscopia confocal com exposi¢@o seriada utilizando luz laser (Figuras 36a e b) e de
medidas da recuperagdo da fluorescéncia apos fotodegradagdo, FRAP (Figura 39c e d), para
melhor entender os resultados daquela secdo.

No primeiro experimento, que envolve a entrega de doses rapidas seriadas, as
intensidades das fluorescéncias avaliadas na ROI1 (&rea exposta as doses) e na ROI 2 (célula)
(Figura 39b) sofrem pouco aumento apos a primeira dose (intervalo I), mas sofrem aumento
brusco apds a aplicagdo da segunda dose (intervalo II). As doses posteriores ndo foram
efetivas para produzir dano na membrana celular, porém produziram uma pequena
fotodegradacio durante a entrega da dose antes dos intervalos IV, V e VI. E de se esperar que
a maior parte dos danos na parede celular tenha ocorrido na entrega das duas primeiras doses.
O aumento continuo da fluorescéncia avaliada na ROI 1 apds a segunda dose se deve a
internalizagdo do PDZ através dos defeitos produzidos nas paredes celulares na primeira e na
segunda dose para a maioria das células irradiadas. A queda na intensidade avaliada na ROI 3
(célula) se deve ao vazamento do material intracelular para o exterior da célula mostrado a
seguir. A intensidade constante da emissdo do PDZ avaliada na ROI 2 fora da regido

iluminada demonstra a estabilidade durante os 40 min de experimento.



100

a)
“ROI1 | [T T T T T —Rroit
A ——ROI2 40001 ——ROI 2
3000 [ » ——ROI 3 —R0:3
, V\\\
- A% o
; o)
. | ™M =1 vIvifon
;2000 | = V V :; w(‘ -\_.}r’\ﬁ r \ ~J
S c
= Al D 20004
£ |~ c
[l =
10004 | | j
/-/VJ 1000
L o By B Mo W Tl 1|
6"'1‘0_" 26_ T30 40 o 10 20 30 40
b) Time (minutes) d ) Time (minutes)

Figura 39 - Medidas de série temporal de microscopia confocal com exposicdo seriada utilizando luz laser (a) e
b)) e de medidas da recuperagdo da fluorescéncia apos fotodegradagdo, FRAP (c) e d)). Os dois
experimentos foram realizados utilizando a mesma 4rea da amostra contendo 107 células de C.
albicans em PBS contendo PDZ a 20 pM. A mesma configuragdo experimental foi estabelecida nas
duas séries temporais utilizadas no experimento para as quais imagens foram feitas a cada 30
segundos para acompanhar a incorporacdo do PDZ apos entregar 8 doses seriadas (marcadas pelas
barras verticais), cada uma de 20 J/cm? no primeiro experimento. A dose entregue durante a
fotodegradagdo (marcadas pelas barras verticais) no segundo experimento foram estabelecidas para
produzir uma queda de 20% na intensidade de fluorescéncia do PDZ.

Fonte: Elaborada pelo autor.

O segundo experimento (Figura 39¢c e d) envolveu as mesmas areas e a mesma
configuragdo estabelecida da série temporal utilizadas no experimento anterior para a qual
imagens foram feitas a cada 30 segundos. Porém, as regides de interesse foram utilizadas para
acompanhar a recuperagdo da intensidade do PDZ apds uma série de fotodegradagdes (na
posicdo temporal das barras verticais) realizadas em intervalo de tempo muito curto. O
intervalo de tempo para acompanhar a recuperagdo foi de 6 min (12 imagens) entre duas

doses. A dose de luz durante cada fotodegradacdo foi estabelecida para produzir uma queda
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de 20% na intensidade de fluorescéncia do PDZ. Figura 36¢ mostra a imagem no tempo zero
contendo a area da ROI 1 (cor ciano) onde foram feitas as fotodegradagdes seriadas e o
acompanhamento da recuperagdo da intensidade da fluorescéncia apds cada fotodegradagao; a
ROI 2 (cor magenta) foi utilizada como referéncia para avaliar a estabilidade temporal durante
os 40 min de experimento; e a ROI 3 na qual a recuperacdo da florescéncia foi acompanhada
em uma Unica célula.

Na Figura 39d se observa a queda acentuada da fluorescéncia do PDZ no plano
confocal no interior das células apds cada etapa de fotodegradacdo (marcadas pelas barras
verticais) e o processo rapido de recuperacdo da emissdo tanto para a area irradiada (ROI 1)
quanto para a area de uma unica célula (ROI 3). Apenas 2/3 da fluorescéncia ¢ recuperada em
aproximadamente 1 min através da troca das moléculas fotodegradadas no plano confocal
com aquelas ndo degradadas fora desse plano. Este resultado indica que 33% do PDZ esta
interagindo fortemente com organelas do meio intracelular. As outras moléculas de PDZ (66
%) estdo livres e estdo continuamente sendo trocadas com aquelas provindas da solucdo de
PBS fora das células. A queda continua da intensidade da fluorescéncia do PDZ avaliada no
interior das células dentro da ROI 1 e de uma célula na ROI 3 ao longo do experimento se
deve a recuperacdo da fluorescéncia ndo ser 100% apds cada etapa de fotodegradagdo. A
intensidade constante da emissdo do PDZ avaliada na ROI 2 demonstra a estabilidade durante

0s 40 min de experimento.

6.1.7 Propagacao acao PDZ

A internalizacdo do PDZ induzida por luz se processa em trés etapas: a interacdo
efetiva desse FS com a parede celular, geracdo eficiente de espécies reativas nesse ambiente
celular e produgédo de dano irreversivel na parede. Medidas de tempo de vida revelaram que o
PDZ se encontra na forma de agregado molecular do tipo J em solugdo aquosa através de
interacdes fracas do tipo pontes de hidrogénio. Estas ligacdes sdo desestabilizadas na parede
celular e nas superficies de vidro ou quartzo. No primeiro ambiente as moléculas estdo livres
e, portanto, na forma ideal para a geragdo de oxigénio singleto. Na segunda superficie de
vidro utilizada como referéncia, o PDZ uma forma monocamada estavel através de arranjo
lateral compacto de moléculas deitadas cuja interagdo por ligagdes de hidrogénio maximiza a

estabilidade da camada. Porém, essa configuracdo ndo ¢ ideal devido a competicdo com



102

processos de migracdo ndo-radiativos entre moléculas que compete com o canal que resulta na
geracdo de espécies reativas.

No entanto, a eficiéncia na produg@o de danos na parede celular pode ser melhorada
por processos coorporativos entre células., como sera mostrado abaixo através da analise das
imagens de séries temporais feitas por microscopia confocal.

O primeiro exemplo de efeitos coorporativos entre células pode ser visto na sequéncia
de trés imagens geradas por microscopia confocal (Figura 40a, b e c) utilizando laser 2P em
800 nm que mostram detalhes de trés momentos do acompanhamento desse processo. A
primeira imagem (Figura 40 a), o circulo azul delimita a regido em que a célula central que
ndo sofreu internaliza¢do, mas que estd em contato com outra que possui PDZ internalizado
em alta concentragdo. No segundo momento (Figura 40 b), o PDZ internalizado passa para a
parede celular da célula central através de processos que se assemelham com a difusdo através
de membrana osmédtica pelo r contato celular. Finalmente, ¢ possivel ver na imagem (Figura
40 c) que o PDZ se encontra incorporado em alta concentragdo no citoplasma da célula
central. Uma irradiag@o posterior podera produzir dano celular que torna a célula inviavel

partir desse instante.

Figura 40 - Acompanhamento da interacdo e incorporagdo da PDZ em uma célula de Candida albicasn
apresentando que a incorporagdo acontece apos toda a parede ser preenchida com o FS.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Uma outra via envolvendo processos coorporativos entre células se processa, sem
haver contato, através de material intracelular expelido por uma célula e que transfere uma
fracdo de PDZ livre e em alta concentragdo nesse meio para outras células presentes em sua
vizinhanga. Este processo se transmite em cadeia para outras células como pode ser visto nas
imagens tomadas temporalmente em sequéncia da Figura 41. Inicialmente, a imagem da
Figura 41a contém uma célula central indicada pela seta branca e que contem PDZ na parede,

mas que ainda ndo possui PDZ internalizado. Em um segundo momento (Figura 41b), uma
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c¢lula na vizinhanca sofre rapida internalizacdo e expele material intracelular (seta verde) que
internaliza parcialmente na célula central. A sequéncia mostra imagem (Figura 41¢) com o
PDZ totalmente internalizado no citoplasma da célula central que , por sua vez, expele
material citoplasmatico (seta amarela na Figura 41d) que passa PDZ para a célula vizinha
(Figura 41d) . A imagem da Figura 4le mostra o possivel contetido expelido pela celular
microbiana ap6s a IFD, e finalmente, a Figura 40f mostrando o contetido expelido sendo

diluido na solugdo aquosa.

Figura 41 - Acompanhamento temporal de uma célula sadia que recebe um substrato de uma outra célula
comprometida que induz uma incorporagédo do PDZ.
Fonte: Elaborada pelo autor.

A suposi¢do inicial da inativag@o celular a partir de moléculas de PDZ provinda do
meio aquoso em Candida albicans pode ser importante em um primeiro estagio da
internaliza¢do. Porém, o aumento brusco da intensidade da emissdo do PDZ observado na
secdo anterior durante a iluminacdo de grandes areas e as imagens sequenciais apresentadas
na presente se¢do sugerem que o contato entre células e/ou o residuo de citoplasma expelido
por células contento PDZ internalizado em alta concentragdo podem atuar como um agentes
secundarios que atuam em cadeia para compromenter células proximas e promover a
internalizagcdes em células vizinhas. Estes processos coorporativos podem aumentar a
eficiencia da inativagdo em Candida albicans e outros sistemas celulares. Este resultado ¢
inédito na literatura e podera ser til para inativar estruturas densas de células de C. Albicans

em biofilmes, por exemplo.
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7 Resultado - Interacao do curcumina com C.

albicans

Nesta secdo serd apresentado os resultados de incorporagdo curcumina. com C.
albicans, os experimentos que seguiram foram de acompanhamento da incorporagdo por
meios escuros, ou seja, sem a presenga de luz e experimentos de incorporagdo mediados por

luz de forma seriada e por luz tnica.
7.1 Caracterizacao espectroscopica da curcumina

A caracterizagdo espectroscopia das 4 formulagdes de curcumina sdo em relagéo a sua
absorbancia em solugdo PBS. Seguida de uma caracterizagdo de sua estabilidade temporal,
térmica e com variacdo de pH, para a curcumina Sigma.

O primeiro experimento realizado foi obter o espectro de absorbancia das formulagdes
utilizadas no intervalo do espectro visivel (300 a 800 nm). Todas as formulagdes estavam com
uma concentragdo de 20 pg.mL? dissolvido em 2 mL de solugio PBS, em temperatura
ambiente de 25 *C £2 °C, mesmo com processos diferentes de obtencdo as absorbancias
caracteristicas sdo preservadas.

Pela Figura 42 ilustra o espectro das quatro formulagdes utilizadas, a curcumina Alfa
apresenta uma banda de absorbancia em 420 nm e uma segunda banda em 350 nm com uma
FWHM entre os comprimentos de onda de 317 nm e 482 nm, a curcumina Beta apresenta uma
banda de absor¢do em 420 nm, porém a banda mais intensa ¢ em 360 nm e com FWHM entre
os comprimentos de onda de 300 nm e 481 nm, a curcumina Gama apresenta uma Unica banda
de absor¢do em 415 nm, com FWHM entre os comprimentos de onda de 358 nm e 470 nm e a
curcumina Sigma apresenta uma banda de absor¢do em 425 nm e uma segunda banda de
absor¢@o de menor intensidade em 360 nm e com FWHM entre os comprimentos de onda de
307 nm e 481 nm.

Através da Figura 42 ¢ possivel verificar que todos os espectros de absorbancia tém
um pico de absor¢do em 420 nm, e uma pico de absor¢do em 370 nm apenas para as
curcuminas Beta e Sigma. A banda de absor¢do para todas as curcuminas em estudo estdo

entre 350 e 550 nm, sendo excitada pela luz azul em 450 nm. Para os experimentos de
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incorporagdo foi necessario verificar a estabilidade em solucdo salina PBS e estabilidade

térmica para identificar os limitantes da utilizagdo da curcumina.

0
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Figura 42 - Espectro de absorbancia para as quatro formulagdes de curcumina utilizada, curcumina Alfa (preto),
Beta (vermelho), Gama (azul) e Sigma (rosa).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Os acompanhamentos térmicos utilizaram a curcumina Gama para identificar as
condi¢des limite de trabalho para a incorporacdo com as células da C. albicans, o motivo
desta escolha foi devido ao fato desta curcumina apresentar uma tnica banda de absorbancia,
e consequentemente, podendo ser utiliza como padréo para as demais curcuminas do estudo.

Visto pela Figura 43a a curcumina Gama apresenta uma estabilidade temporal no
intervalo de 30 minutos com uma variagdo na intensidade da absorbancia em 415 nm de 0,16
ABS. Mostrando que a curcumina Gama tem uma boa estabilidade em uma temperatura
média de 25°C.

Quando ¢ solug@o ¢ aquecida até 70 °C ja ¢ possivel verificar que uma variagdo
considerada de 5°C prejudica a absor¢do em 415 nm, como pode ser verificado na Figura 43b,
a intensidade ¢ decrescida em 0,3 ABS, que diminui continuamente até a temperatura de
70°C, com intensa reducdo até 40°C. Este experimento possibilita correlacionar a quantidade
de moléculas de curcumina viavel, pois para aplica¢des clinicas € esperado uma temperatura

de trabalho em torno de 35°C.
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Figura 43 - (a) Acompanhamento temporal da curcumina Gama, indicando a estabilidade térmica em um
intervalo de 30 minutos, variando de 5 °C. (b) Acompanhamento térmico da curcumina Gama
dentro de um intervalo de temperatura de 25 °C a 70 ~C.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Outra estabilidade analisada foi em relagcdo ao pH que a solucdo de PBS se encontrava,
o pH padronizada para os experimentos ¢ de 7,4, uma solug@o neutra. Contudo, foi observado
que a curcumina em contato com as células de levedura apresentava uma forma livre de suas
moléculas, ou seja, ndo havia formagdo de agregados que diminuam a eficiéncia da molécula
de curcumina.

Como a parede celular tem caracteristicas mais acidas devido a presenca de lipideos e
polissacarideos na formagdo em sua estrutura, foi levantado a hipdtese de que o pH poderia
alterar a estabilidade da curcumina em solug@o, uma vez que, a molécula esteja livre ela pode
ser utilizada em uma agéo fotodinamica se estiver proxima de uma biomolécula.

Utilizando esta premissa foi realizado um experimento alterando o pH original de uma
solucdo PBS padronizada em 7,4. Para elevar o pH foi utilizado para a titulagdo uma solucao
basica de NaOH a 1 molar e para diminuir o pH foi utilizado para a titulagdo uma solucdo
acida de HCI a 3 molar.

Este experimento utilizou solu¢des de PBS com valores de pH de 5,0; 6,0; 7,4; 8,0 e

9,0 e uma solugdo de etanol 99,8% P.A. O alcool ¢ utilizado como solugdo referéncia, pois ¢é
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um solvente de curcumina. Apds padronizar as solucdes tituladas com o auxilio de um
phmetro foi adicionado curcumina dissolvida em etanol a partir de uma solugdo de 5,0
mg.mL™! (solugdo estoque) curcumina Sigma, que ao final cada solugo teria um volume final

de 2,0 mL com uma concentragio de curcumina Sigma de 20 pg.mL!.
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Figura 44 - (a) Acompanhamento solugdes de pH no tempo de 30 minutos da curcumina Sigma, indicando a

estabilidade em relag@o ao nivel de acidez da solug@o. (b) Coeficiente de decaimento da curva de pH
em 5,0; 6,0; 7,4; 8,0 € 9,0.
Fonte: Elaborada pelo autor.

A partir das Figura 44a. ¢ visto que para as solugdes fracamente acidas de pH 5,0 ¢ 6,0
e para a solugdo basica de pH 9,0 a curcumina Sigma apresentou um decaimento na
absorbancia em 425 nm mais lento em relacdo ao decaimento de uma solugido de pH neutro,
pH = 7,4, indicando que para uma solugdo contendo ions H' a curcumina se mantem por mais
tempo na sua forma livre, ou seja, com formacdo mais lenta de agregados moleculares.

O decaimento visto em Figura 44b ¢é obtido de forma empirica a partir da curva de
decaimento que descreve a fungdo de cada pH (Figura 44b), o ajuste de cada fungdo foi dado

pela equagdo abaixo:

ft) =a+ pe™ (7.1)
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Com ¢ sendo o tempo medido em segundos, o o coeficiente linear de f{?), B o
coeficiente angular e t o decaimento temporal com unidade de s™!. Cada ajuste forneceu um t
caracteristico para cada decaimento da absorbancia em relag¢do ao pH.

Valores de T menores, ou proximos de zero, representam que o decaimento ¢ mais
lento em relagdo ao tempo, com isso identifica que a curcumina ndo esta sofrendo mudancas
em sua formacéo, permanecendo por mais tempo na sua forma livre. J4 T maiores mostra que
a curcumina sofre modificagdes em sua estrutura, tornando a sua forma agregada mais
presente.

Os pH de 5,0 ¢ 6,0 apresentaram tempo de decaimento de - 0,091 s'e — 0,055 s7!,
respectivamente, estes tempo de decaimento foram menores do que o tempo de solugdo em
pH 7,4 (t = - 1,183 s7!), desta forma solugdes acidas permitem que a curcumina se mantenha
por mais tempo em sua forma livre.

Comparando com trabalhos de PINTO Jr.!!> que caracterizou as estabilidades em PBS
com as curcuminas Alfa, Beta e Sigma, indicou que para as curcuminas Beta ¢ Sigma a
estabilidade temporal em pH neutro (pH = 7,4) havia a formagdo de agregados com pouco
tempo dissolvido em solugdo, apenas para a curcumina Alfa apresentou uma estabilidade
temporal mais longa.

Como as curcuminas Beta, Gama e Sigma sdo parecidas ¢ provavel que o efeito da
solucdo acida permita que estas curcuminas diluidas em solugdo PBS possam permanecer na

sua forma livre por mais tempo.

7.2 Incorporacio de curcumina

O primeiro experimento utilizando curcumina com células de C. albicans foi realizado
utilizando a absorbancia pela banda de absor¢do em torno de 420 nm e aplicando luz difusa de
LED de comprimento de onda em 450 nm, cada amostras foi realizada em triplicada e
utilizado um volume de 2,0 mL contendo a suspensdo das células do microrganismo, na
ordem de 10° células.mL!. As formulacdes de curcuminas utilizadas estavam em uma
concentragdo de 20 pg.mL!, partindo de uma solugéo estoque de 5,0 mg.mL! dissolvido em
etanol 99,8% P.A.

As irradiacdes realizadas foram de 0, 5, 20 J.cm™ aplicadas de formas tUnicas e
seriadas, para identificar a incorpora¢cdo da curcumina na célula de C. albicans. O

experimento consistiu em aplicar um volume de curcumina de 0,5 mL em uma suspensdo de
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microrganismo de 1,5 mL, com homogeneizagdo e resguardo em ambiente escuro durante 10
minutos, apos este tempo ¢ aplicado a dose de luz e a forma de interesse. Apds a aplicagdo a
suspensdo ¢ centrifugada durante 10 minutos em rotacdo de 3000 rpm, depois foi coletado o
sobrenadante e analisado a absorbancia comparando a doses de luz aplicadas de formas unica
e seriadas.

A Figura 45 ilustra a comparagdo do sobrenadante de cada formulag¢do de curcumina
aplicando a dose de luz de forma tnica e seriada. Com isso indicando que ap6s a aplicagdo de
luz a quantidade de curcumina que permanecer na solu¢do pode ser sido incorporada,
fotodegradada ou aglomerada.

Como o intuito deste experimento é comparar a eficiéncia na irradiagdo Unica e seriada
a quantidade de curcumina aglomerada e fotodegradada sera semelhante entre as aplicagdes
correlatas, portanto a principal diferenca considerado sera na incorporagdo das moléculas de
curcuminas

Portanto a comparacgdo entre as incorporagdes apresentadas em Figura 45 para as 4
formulagdes estudados neste trabalho sio comparando as doses de 0, 5, 10 e 20 J.cm™
aplicados de forma Unica e seriada para a) Curcumina Alfa, b) Curcumina Beta, ¢) Curcumina
Gama e d) Curcumina Sigma. Em Figura 45a a absorbancia relacionada a aplicagdo da doses
de luz seriadas ¢ menor em relacdo a aplicacdo dose aplicada de forma tUnica, com diferenca
perceptiveis em 10 e 20 J.cm™ com valores de 0,05 e 0,1 ABS, respectivamente. Indicando
que a dose seriada possui uma rota de assimilacdo a curcumina alfa mais eficiente para
aplicagdes de 10 € 20 J.cm?.

A curcumina Beta (Figura 45b) apresenta um valor inicial menor em relagdo a
curcumina Alfa (Figura 45a) devido a efeitos de aglomeracdo da molécula, como este efeito
se permanece nas duas aplicagdes 0 mesmo ndo serd considerado nesta analise. A aplicagdo de
doses de luz seriadas apresentou um menor valor de absorbancia comparado com a mesma
dose de luz aplicado de forma unica, indicando que a incorporagdo pela dose seriada foi mais
eficiente neste caso, ji para doses de 5 J.cm™ é possivel ver uma diferenca de 0,2 ABS,
seguindo de 0,1 ABS (10 J.cm™) e 0,06 ABS para 20 J.cm™ indicando que a seriada para a
curcumina Beta apresentou uma incorporacdo maior nas células de C. albicans.

A incorporagdo da curcumina Gama (Figura 45¢) apresentou também em doses de 5
J.cm™ uma diferenga de 0,2 ABS para uma incorporagio maior para a aplicagio das doses de
luz de forma seriadas, seguido de diferencas em 10 e 20 J.cm? de 0,14 e 0,17 ABS,
respectivamente. Mostrando que a aplicag@o de luz em doses seriadas foi mais eficiente em

comparagdo a aplicagdo de dose unica.



111

1,2 1,2 —
- M - Dose Unica - W Dose Unica
- @ ' Dose Seriada 1 0 - @ 'Dose Seriada
1,0 U
Q é LU R} :, HEEE ,* Q
(@] (6]
S 08 c 081y, .
<0 j <0 e *
c 0.6 o 90 +
2 2 e
< 04/ < 04 i S i
0.2 f\) Curcumi‘na Alfa ‘ ‘ ‘ 0.2 I?) Curcumirywa Beta ‘ ‘ o ‘
0 5 10 15 ) 20 0 5 10 15 ) 20
Dose de luz (J.cm™) Dose de luz (J.cm™)
1.2 —?,' . - B - Dose Unica 1.2 - W - Dose Unica
ot + - @ :Dose Seriada - @ ' Dose Seriada
1v0‘ - T . 1,0‘
© + Y ©
(6] ) -, ’
S 0,8/ e 2 0,81
«0 : <0
g t 2
5 0,61 | S 0.6,
2 ISR B
< 04 < o4 e
0.2 E)) Curcumi?a Beta ‘ ‘ ‘ 0.2 ?) Curcumif\a Sigma ? ..... S !
0 5 10 15 ) 20 0 5 10 15 ) 20
Dose de luz (J.cm™) Dose de luz (J.cm™)

Figura 45 - Comparacdo do sobrenadante, analisado em 560 nm, de uma irradiag@o unica (quadrado preto) e
seriada (circulo vermelho) para as doses de luz de 0, 5, 20 J.cm™ utilizando luz LED em 450 nm
para as formulag¢des de curcumina de a) Alfa, b) Beta, ¢c) Gama e d) Sigma.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A curcumina Sigma (Figura 45d) apresentou diferenca significativa apenas para as
doses de 10 J.cm™, com diferenca de 0,07 ABS (560 nm) e para 20 J.cm™ uma diferenca de
0,04 ABS (560 nm). Indicando, mesmo que com pouca diferenca, as aplicagdes seriadas
apresentaram uma melhor incorporagdo para a aplicacdo de doses seriadas.

Contudo, apenas a incorporagdo ndo ¢ suficiente para identificar se a IFD com
curcumina em C. albicans, apenas indica que houve uma maior utilizagdo de moléculas de
curcumina no processo, um indicativo que mais moléculas podem ter sido excitadas e liberado
oxigénio singleto na solugao.

Portanto, um experimento que garante a eficacia da aplicacdo de doses seriadas ¢
transferir as células participantes do processo para um meio nutritivo e verificar se elas estdo
aptas para continuar suas atividades biologicas. E esperado que a quantidade de células
viaveis de cada aplicagdo seja menor do que suspensdo de células sem aplicagdo da IFD,
como teorizada na Figura 14 (pag. 57) que as células microbiologicas precisardo de um tempo

maior para atingir a fase estacionaria de crescimento.
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Para comprovar se uma maior incorpora¢do também resulta em uma maior IFD foi
realizado o experimento de viabilidade celular como irradiagdo de luz de forma tUnica e
seriada. O processo de crescimento foi realizado através da coleta da suspensao de C. albicans
com curcumina em uma aliquota de 1 mL que foram adicionados a uma solucdo de 9 mL de
meio liquido nutritivo (Sabouraud) que foram colocados em estufa com rotagéo orbital (150
rpm) qual a temperatura de 37 °C +/- 2 °C durante 24 horas.

Para este crescimento, além da utilizagdo das suspensdes que sofreram IFD, foi
crescido nas mesmas condigdes suspensdes controle, sendo um controle negativo para
curcumina ¢ luz e um outro controle apenas negativo para a luz (controle I), este segundo
controle ¢ para verificar se a curcumina apenas possui acdo inibitoria sem a presenga da luz ao
fungo e como solugdo foi preparada em etanol € previsto que na solucdo final de crescimento
tenha 0,02% de alcool (controle II), portanto uma garantia que a solucdo utilizada na
suspensdo tenha contribuido para a inibigdo microbioldgica.

A Figura 46 apresenta a viabilidade celular da C. albicans para as curcuminas Alfa,
Beta, Gama e Sigma aplicadas as doses de luz tnica e seriada em 0, 5, 10 e 20 J.cm™. Apds o
crescimento em meio liquido as células antes de serem analisadas pelo espectrofotdmetro, elas
foram centrifugadas e ressuspendidas em solugdo PBS com volume de 10 mL por trés ciclos.

Para todos os casos mostrados na Figura 46 os controles I, negativo curcumina e luz, e
controles II, negativo curcumina, foram semelhantes e sem diferengas entre estes
crescimentos. Os calculos de quantidade de células por volume utilizaram a equagdo 7.2
relacionada a Figura 17 (pag. 62) para inferir a quantidade de células presente na solucdo a
partir da absorbancia obtida em cada processo de inativagéo.

Em Figura 46a apresenta o crescimento do microrganismo que foi inativado pela
curcumina Alfa, comprando inicialmente entre das doses aplicadas, em todos os casos a
aplicacdo seriada foi mais eficiente na IFD em relagéo a aplica¢do de dose de luz tnica, com
diferenga de mais de uma ordem de grandeza para a dose de 20 J.cm™, a dose de 10 J.cm™
apresentou um inativagio superior a dose unica e a dose 5 J.cm™ foram semelhantes a agéo
fotodinamica. Contudo em relagdo a inativagdo em relagdo ao controle a dose tUnica
apresentou uma redugio da uma ordem para a dose de 10 J.em™ e 20 J.cm™, j4 a dose seriada
apresentou para as mesmas doses citadas acima uma redugdo de 2 ordem e 3 ordens
respectivamente, mostrando que a aplicacdo seriada foi mais eficiente na inativagdo

fotodinamica da levedura.



113

8
10 a) Curcumina Alfa [JJlf Controle | 108
= [ |Controle Il b) Curcumina Beta [l Controle |
S Il Dose Unica - i [__|Controle Il
by [ ]Dose Seriada S Il Dose Unica
n 7 ~ [ |Dose Seriada
T 10 E| 2] 7 &
2 8 107
N =
(&) ‘8
[0
-g 1 06 3 8 1084
5 o
(0]
S
2 1 05 - § 1 05 i
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
2
Dose de luz (J.cm™) Dose de luz (J.cm?)
10° : 10° —
¢) Curcumina Gama - Controle | d) Curcumina Slgma- Controle |
- [ |Controle i = [ |cControlel
e I Dose Unica S I Dose Unica
) | Dose Seriada 5 [ Dose Seriada
®© 1 074 © 1 0’4
=2 =
\8 ‘8
)]
S 10 T 10°4
o o
()] ]
% % i
Z 10°- , Z 10°- ,
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Dose de luz (J.cm™) Dose de luz (J.cm™)

Figura 46 - Viabilidade de C. albicans com a aplicag¢@o de IFD de forma tnica e seriada, para as doses de luz de
0,5, 10 € 20 J.cm-2 para as formulagdes de curcuminas a) Alfa, b) Beta, ¢) Gama e Sigma.
Fonte: Elaborada pelo autor.

A curcumina Beta (Figura 46b) semelhante a agdo da curcumina Alfa apresentou uma
Inativagdo maior para aplicacdo seriadas em relacdo a aplicagdo Unica, ja para a dose de 5
J.cn? a aplicagdo seriada foi mais eficiente quase reduziu em uma ordem a quantidade de
células, uma redugio semelhante também se repetiu para as doses de 10 e 20 J.cm™, indicando
uma maior eficiéncia quando se aplicado uma dose de luz seriada. Comparando as inativagdes
com o controle I a redugio foi de 2 logs para as doses de 10 e 20 J.cm™ e a dose de 5 J.m™
aplicado de forma seriada reduziu a praticamente uma ordem também, as doses unicas apenas
obtiveram um reduc¢do semelhante para as dose de 10 e 20 J.cm™ apenas.

A curcumina Gama (Figura 46c¢) apresentou uma redu¢do melhor para a aplicagdo
seriada em relagdo a aplicagdo Unica, para a dose de luz de 5 J.cm™ ambas obtiveram uma
inativagio semelhante, porém para a dose de 10 J.cm™ apresentou uma reducio eficiente para
a aplicacdo seriada e para a dose de 20 J.cm™ a redugdo da aplicagdo seriada foi de 1 ordem
em relagdo a aplicacdo Unica de mesma dose de luz. Comparando com o controle, a aplicagio
seriada obteve melhores inativagdes em relagdo a unica sendo de 2 ordens e 3 ordens de

grandeza para as doses de luz de 10 e 20 J.cm™, respectivamente, enquanto que para a dose de
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luz tinica apenas obtive uma redugdo de 2 ordens de grandeza tanto para a dose de luzem 10 e
20 J.cm™.

Para a curcumina Sigma (Figura 46d) apresentou as maiores reducdes em relagdo as
outras formulagdes de curcuminas utilizadas neste trabalho, e a aplicag@o seriada sempre teve
uma reducdo maior em relagdo a aplicagdo unica de mesma dose de luz. As redugdes mais
significativas foram para as doses de 10 e 20 J.cm™ que tiveram uma redugdo de 3 logs em

relagdo ao controle.

7.3 Microscopia C. albicans

Nesse experimento foi utilizado a microscopia confocal para obter uma caracterizagio
da letalidade das formulagdes de curcumina aplicando a luz de um feixe de laser em 2F (800
nm). Para identificar as células comprometidas foi utilizado um marcado vivo/morto.

Para esse experimento foi utilizado uma densidade de célula de 10%.cm? e uma
concentragio de curcumina de 10 ug.mL!. A varredura do feixe de do laser foi de 1,58 ps por

segundo com a poténcia de 0,02 W.

Figura 47 - Microscopia confocal para as formula¢des de curcumina a) Alfa, b) Beta, ¢) Gama e d) Sigma
aplicando laser de 2P. A area central ¢ uma regido onde ¢ visto a a¢do da IFD a partir de utilizagdo
do marcado vivo/morto.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Apbds a aplicagdo da dose de luz de 2P com 10 J.cm™ foi acompanhando a recuperagio
apos photobleaching da curcumina que foi fotodegradada pela acdo da IFD, a Figura 48
mostra a entrada de curcumina comparando a quantidade de emissdo de uma regido externa,
fora da area que foi aplicado a IFD e uma regido interna, onde foi aplicado a IFD.

Pela Figura 48 ¢ possivel verificar que a curcumina Alfa apresenta maior mobilidade
das moléculas curcumina apdés uma aplicagdo luz para a IFD, as demais curcuminas
apresentaram uma mobilidade semelhante entre elas. A curcumina Alfa apresenta uma maior
mobilidade para as moléculas de curcumina como pode ser visto na Figura 48a, a evolucdo
temporal de emissdo correspondente as moléculas de curcumina permanece constante durante
os 30 minutos de experimento para a regido externa (linha azul) e para o acompanhamento
temporal da emissdo da curcumina na regido onde ocorreu o photobleaching (linha preta) ¢é
possivel verificar um aumento de 16x, considerando o tempo de 30 minutos, da quantidade de
moléculas de curcumina Alfa. Portanto, pode se inferir que a quantidade de moléculas de

curcumina apds IFD continua a ser incorporada pelas células de C. albicans.
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Figura 48 - Curva de recuperagdo da curcumina em uma regido externa (sem aplicar IFD) e interna (aplicado
IFD) em um intervalo de tempo de 30 minutos com medidas a cada um minuto, para as formulagdes

de curcumina a) Alfa, b) beta, ¢) Gama e d) Sigma.
Fonte: Elaborada pelo autor.



116

Uma possivel explicagdo para esta diferenca entre a curcumina Alfa com as demais
formulagdes pode ser devido ao fato que na formulacdo a razdo curcumina e curcuminoéides ¢é
menor em relagdo as formula¢des de curcumina Beta, Gama e Sigma que apresenta uma
maior quantidade de moléculas de curcuminas em relagdo a quantidade de curcuminoides.

A mobilidade para as formulagdes Beta e Sigma foram praticamente iguais,
considerando, com um aumento da emissdo de moléculas de curcumina em 2x, considerando
o tempo de 30 min. A formulagdo de curcumina Gama apresentou uma incorporacdo maior
em relagdo a formulacdo Beta e Sigma, considerando o intervalo de tempo em 30 minutos a
incorporagdo para a formulacdo de curcumina Gama foi de 3,5 X maior em comparacdo a
emissdo de curcumina que ndo sofreu photobleaching.

Comparando as Figura 46 e Figura 48 que possibilita relacionar a incorporagdo com a
letalidade da IFD da curcumina em células de C. albicans ¢é possivel identificar que para a
curcumina Alfa que possui alta mobilidade permitindo que mais moléculas de curcumina
estejam presentes e proximas, principalmente, das biomoléculas constituintes da parede
celular. Desta forma, a utilizagdo de uma dose seriada permite que mais curcumina ativa
possa ser incorporada nas células do microrganismo.

Para a incorporagdo da curcumina Beta ¢ possivel verificar que ha uma IFD deste
composto com a luz em 450 nm para inibir o crescimento da levedura. Porém como a
mobilidade das moléculas ndo ¢ alto, visto em Figura 48b, mas ¢ suficiente para que doses
seriadas sejam mais eficiente na inativagdo, como foi comparado com a dose Unica, Figura
46¢, indica que mesmo que baixa a dose seriada permite uma letalidade maior.

A incorporagdo de curcumina Gama apresenta um rapido aumento na incorporagio
(Figura 48c) que cresce mais lentamente ap6s 5 minutos podendo inferir a alta inativagdo no
crescimento visto em Figura 46¢. Indicando que a associag@o de doses baixar com intervalos
de recuperar de 2 minutos permitiram uma inativagdo de 3 ordem de grandeza comparada
com o crescimento controle.

A tltima incorporagdo, de curcumina Sigma, apresentou uma inativagdo similar entre
as doses 10 e 20 J.cm? (Figura 46d) e mesmo apresentando uma mobilidade baixa de
moléculas, visto em Figura 4d, indica que a agdo fotodindmica utilizando curcumina Sigma
acontece, majoritariamente, no primeiro contato da molecula fotossensivel com as
biomoleculas da parede celular da levedura. Neste caso, mesmo o dose seriada apresenta
melhores resultados em relacdo as doses unicas, a curcumina Sigma tem um efeito mais
eficiente no primeiro contato e as futuros sessdes de IFD n@o aumentam, significativamente, a

inativagdo das células do microrganismo.
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7.4 Modelo proposto de internalizacao

A acdo fotodinamica utilizando FS com diferentes principios de inativagdo, um de
origem de clorina (PDZ) e de origem curcumina com mudancgas na forma de aplicagdo da luz
permitiram um aumento da eficiéncia na inativacdo. Para o PDZ e duas formulacdes de
curcumina (Alfa e Gama) e parcialmente para a curcumina Beta, a mudanca na entrega na
dose de luz ja melhorou a IFD para celular de C. albicans.

Analisando os resultados de incorporagdo do FS com as células microbiologicas e
imagens de microscopia confocal ¢ possivel propor um modelo que permite explicar este
fenomeno ¢ que ilustrado na figura 47, cuja a luz ndo apenas ird excitar a molecula
fotossensibilizante, mas tambem permitira que aplicando doses pequenas (até 1 J.cm™) mas
perimitird que as moléculas de curcuminas possam se ligar antes a biomoleculas sem sofreram
uma fotodegracdo intensa a ponto de fotodegrada-las antes de gerar um oxigenio singleto que

alcance uma biolomecula alvo.

Situacgao |l LUZ
Situagao | LUZ

Fotossensibilizador

Fotossensibilizador

Célula microbiana

Figura 49 - Modelo proposto para explicar o carreamento de FS para a célula microbiana a parte de doses
seriadas de luz.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Segundo o modelo proposta exemplificado em Figura 49, o FS indepentemente se ele
tem origem em clorina ou curcumina, tera sua estrutura molecular inativa quando liberar o
oxigenio singleto, portanto uma dose alta de luz pode acarretar esse perda de moléculas, como
ilustrado na situagao II da Figura 49. Porém, utilizando doses baixas de luz, poucas moléculas
serdo inativadas enquanto estiverem em solucdo PBS. Mesmo que a a¢do inicialmente, possa
ser baixa para doses inferiores a 5 J.cm™ de forma seriada, com o aumento de sucessivas

irradi¢des a inativagdo fotodinamica torna-se mais inibitoria.
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8 Conclusao

Foi possivel correlacionar a espectroscopia de absorbancia ao espalhamento de luz em
células de C. albicans, possibilitando uma associagdo da absorbancia com o nimero de
células presente na em uma dispersdo celular. Desta forma, permite uma leitura rapida da
quantidade de microrganismos presente na amostra. Associando com a lei de Beer-Lambert
foi possivel caracterizar com precisdo a dispersdo celular associada até uma absorbancia igual
a 1,0, para valores maiores foi possivel inferir uma quantidade esperada. Bem como associar o
espalhamento com o crescimento celular do microrganismo. A contagem via microscopia
confocal ¢ possivel de ser realizada para estimar a quantidade de células para uma ABS
proximas ao valor 0,6.

A caracterizagdo do PDZ por absorbancia permitiu identificar valores de coeficiente
de extingdo, estabilidade em meio tampao e térmico, bem como a fotodegradagdo gerada por
irradiagdo por luz LED de 450 nm e 660 nm.

Imagens de microscopia confocal permitiram identificar o mecanismo de atuagdo do
PDZ interagindo como as células de C. albicans correlacionando imagens de espectro de
emissdo como valores de tempo de vida associada a cada interagdo (vidro, solugdo e parede
celular).

O tempo de vida associado ao PDZ mostrou que a irradiacdes com doses baixas (<
4J.cm™) o FS tem uma afinidade alta com a parede celular.

A evolugdo da internaliza¢do induzida de PDZ por luz mostrou que as células apos
uma dose de luz (10 J.cm™ para 1P e 4 J.cm™ para 2P) aumentavam muito a quantidade de
moléculas de PDZ em seu interior. Indicando que letalidade na célula permitiu uma maior
entrada do FS, que promove uma maior IFD.

A morte celular por irradiagdo de LED mostrou se eficiente para doses seriadas com
irradiagdes de 1 J.cm™ aumentaram a inativagdo do microrganismo. Abrindo, possibilidades
de aplicar este protocolo para outras culturas microbiologicas, como bactérias e outros fungos.

Uma questio que precisa ser analisa com estudos mais aprofundados ¢ entender se
c¢lula comprometida pode inativar uma célula proxima com sinalizagdo biolégicos proprios
ou se o material expelido ha residuos ativos de ROS que desencadeia uma cascata de
Inativagoes.

A caracterizagdo das formulacdes estudas indicaram que todas tem uma agdo

fotodinamica para inativar celular de C. albicans. Porém algumas formulagdes apresentaram
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uma insolubilidade a solu¢do tampéao neutro que pode diminuir a agdo fotodinamica. Contudo,
acidificando a solucdo para pH proximos a 6,0 permite que as curcuminas estejam em sua
forma livre, ideal para a aplicacdo da IFD.

A incorporag@o de curcumina via luz apresentou resultados bons quando alternava a
irradiacio com doses baixa de luz (< 1 J.cm™) e incrementava com sucessivas doses. Porém,
investigacdes mais profundas sdo necessarias para elaborar um protocolo mais eficiente para
cada formulacdo de curcumina e estratégia de entrega de luz.

Por imagem de microscopia confocal, um processo de incorpora¢do apds uma
irradiacdo de curcumina corrobora com a estratégia de entregas de doses menores, porém com
mais aplicagdes, desta forma permite um maior aproveitamento das moléculas de curcumina.

Uma proposta de mecanismo pode sugerir que uma entrega de luz baixa permita que a
molécula de FS (PDZ e curcumina) se mantenha excitadas por mais tempo aumenta a
probabilidade esta molécula encontrar uma biomolécula do microrganismo para inativa-lo e
permitindo gerar um efeito acumulativo iniciais possam ser inexpressivel, porém com

sucessivas doses baixas se torna mais eficiente do que uma aplicag@o de dose Unica.
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