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RESUMO

MARQUES, M J. A. M. Estudo in vitro da inativacido fotodinamica do Rhizopus oryzae.
2022. 98p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Instituto de Fisica de Sdo Carlos,
Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, 2022.

Durante a pandemia da COVID-19, surgiram vdarias complica¢cdes em pacientes infectados,
sendo uma delas a mucormicose, que ¢ uma doenca flingica extremamente agressiva com uma
elevada taxa de mortalidade, especialmente em pessoas com sistema imune comprometidos. A
maioria dos casos de mucormicose ¢ causada pelo fungo Rhizopus oryzae, também conhecido
como fungo negro, com 90% dos casos afetando o sitio rinocerebral. Os tratamentos utilizados
sdo baseados em doses elevadas de anfotericina B e posaconazol, associadas a ressecgdes
cirargicas quando possivel. Contudo, mesmo com um tratamento antifingico agressivo, a taxa
de mortalidade atribuivel estimada ¢ elevada. Na auséncia de desbridamento cirirgico do tecido
infectado, o tratamento antifingico por si s6 ndo ¢ curativo. Por isso ha necessidade de
desenvolvimento de tratamentos adjuvantes. A Terapia Fotodindmica antimicrobiana (TFDa)
pode ser uma opgao terapé€utica auxiliar para a mucormicose. Devido a falta de relatos na
literatura sobre a morfologia e a inativagdo fotodindmica de R. oryzae, realizamos uma
caracterizagdo desse fungo utilizando Microscopia Confocal e Microscopia Eletronica de
transmissdo e investigamos diferentes protocolos utilizando o Photodithazine® (PDZ) como
um fotossensibilizador. Foi estudada resposta sobre a taxa de crescimento do fungo sob
parametros de tratamento distintos como concentragdo e tempo de incubagdo do
fotossensibilizador e associagdo com surfactante Dodecil Sulfato de S6dio (SDS). Para as hifas,
tanto na fase clara quanto escura, nos protocolos utilizando somente PDZ observamos uma
resposta fotodinamica ineficaz, ao adicionar SDS 0,01% notamos uma melhora na resposta e
com a combinagdo do SDS 0,05% e PDZ obtivemos uma taxa de inibicdo de 98% do
crescimento para 2 sessdes de TFDa na fase clara e 72% de inibi¢ao no protocolo de 1 sessdo
para a fase escura. No estudo em conidio conseguimos observar a reducao de 1,7 logio do
crescimento do fungo. Neste presente trabalho, a TFDa mostrou potencial antimicrobiano no

estudo in vitro do R. oryzae.

Palavras-chave: Mucormicose. Rhizopus oryzae. Inativagdo fotodinamica. Controle

microbiano.






ABSTRACT

MARQUES, M J. A. M. In vitro study of photodynamic inactivation of Rhizopus oryzae.
2022. 98p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Instituto de Fisica de Sdo Carlos,
Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, 2022.

During the COVID-19 pandemic, several complications arose in infected patients, one of them
was mucormycosis, which is an extremely aggressive fungal disease with a high mortality rate,
especially in people with compromised immune system. The majority of the mucormycosis
cases are caused by the fungus Rhizopus oryzae, also known as black fungus, with 90% of cases
affecting the rhinocerebral region. The treatment used are based on high doses of amphotericin
B and posaconazole, associated with surgical resection whenever possible. However, even with
an aggressive antifungal treatment, the estimated attributable mortality rate is high. In the
absence of surgical debridement of the infected tissue, antifungal treatment alone is not
curative. Therefore, there is a need for development of alternative auxiliary treatments.
Antimicrobial Photodynamic Therapy (aPDT) may be an auxiliary therapeutic option for
mucormycosis. The purpose of this study is to evaluate the efficiency of photodynamic
inactivation in controlling the growth of R. oryzae. Due to the lack of reports in the literature
on the morphology and photodynamic inactivation of R. oryzae, we performed a
characterization of this fungus using Confocal Microscopy and Transmission Electron
Microscopy and investigated different protocols using Photodithazine® (PDZ) as a
photosensitizer. Response on fungal growth rate under different treatment parameters such as
photosensitizer concentration and incubation time, and association with Sodium Dodecyl
Sulfate (SDS) surfactant was studied. For hyphae, both in the light and dark phases, in the
protocols using only PDZ we observed an ineffective photodynamic response, when adding
SDS 0.01% we noticed an improvement in the response and with the combination of SDS
0.05% and PDZ we obtained a 98% growth inhibition rate for 2 sessions of aPDT in the light
phase and 72% inhibition in the 1 session protocol for the black phase. In the conidium study
we were able to observe 1.7 logio reduction in the fungus growth. In this present work, TFDa

showed great potential in the in vitro study of R. oryzae.

Keywords: Mucormycosis. Rhizopus oryzae. Photodynamic inactivation. Microbial control.
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS SOBRE TERAPIA FOTODINAMICA E
MUCORMICOSE

1.1 INTRODUCAO

As doengas infecciosas sdo doencas que se propagam entre pessoas ou entre pessoas €
animais, € sdo causadas por microrganismos, como bactérias, fungos, virus ou parasitas. (1),
Antes da descoberta do antibiotico penicilina, as doencas infecciosas eram a principal causa de
morte sendo as que mais matavam a populacdo mundial eram endocardite bacteriana,
meningite, pneumonia pneumococica, gonorreia e sifilis. (2-4), apos a descoberta da penicilina,
varios outros antibidticos foram desenvolvidos e impediram milhares de mortes por infecgdes
bacterianas, porém o grande desafio agora ¢ a reducdo da eficacia destes medicamentos, devido
a resisténcia antimicrobiana. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a resisténcia
antimicrobiana ¢ uma das 10 principais ameagas a saude publica que a humanidade enfrenta,
tendo uma previsao no aumento do numero de mortes por infecgdes. (5), Atualmente, morrem
por ano cerca de 700 mil pessoas por infecgdes ocasionadas por resisténcia microbiana, a
projecdo € que até o ano de 2050 morram 10 milhdes de pessoa por ano, ficando a frente até
mesmo das mortes por cancer. (6)

As micoses sdo infecgdes cutdneas causadas por fungos, que contaminam inicialmente a
regido queratinizada da pele humana, esse tipo de infeccdo afeta de 20-25% a populagao
mundial, sendo uma das formas mais frequentes de infeccao. (7), O tratamento dessa infec¢ao
fungica, comparada as infec¢des bacterianas, ¢ bem mais complexo devido a baixa quantidade
de opgoes de antifungicos disponiveis, longa duragdo dos tratamentos, efeitos colaterais e
resisténcia fungica. (7- 8), Além disso, as infec¢des fingicas t€ém se tornado uma grande ameaga
a saude publica, devido ao aumento do nimero de casos, identificacdo de novos patogenos e
desenvolvimento de resisténcia aos tratamentos comumente utilizados, que sdo os antifungicos.
Adicionalmente, durante a pandemia de COVID-19 foi identificado o surgimento de infecgdes
fungicas secundarias em individuos internados e em individuos com remissao da infec¢@o por
SARS-CoV-2, sendo a maior parte causada por Aspergillus, Mucorales e Candida. No inicio
de 2021, a mucormicose associada a COVID-19 (CAM) chamou a atengao mundial devido ao
elevado niimero de casos, tendo sido declarada como endémica na India. (9), O patdogeno
predominante em casos de CAM sao cepas de Rhizopus spp. A dificuldade no tratamento dessa
infeccdo reside no fato de ndo existir resposta aos antifungicos disponiveis, além das

caracteristicas de rapido crescimento e invasdo de estruturas 0sseas.
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Em 25 de outubro de 2022, a OMS divulgou a primeira lista de fungos que apresentam um
grande risco a saude publica, devido a caréncia de diagnosticos rapidos e a forma invasiva que
essas doengas fungicas afetam pacientes debilitados. Um dos fungos citados nessa lista é o
Rhizopus spp., causador da mucormicose. A OMS teve como objetivo divulgar essa lista para
chamar a atencdo do mundo para a importdncia em investimentos em pesquisa, €
desenvolvimento de novos métodos de diagnosticos e de controle dessas infecgdes. Neste
contexto, a Terapia Fotodinamica tem se mostrado como tratamento alternativo ao tratamento
convencional, como o uso de antifiingicos, para o tratamento de micoses (10,11), e, portanto,
pode ser um potencial alternativo coadjuvante de controle microbiano do Rhizopus spp.

Neste trabalho, apresenta-se o estudo do fungo Rhizopus oryzae, em termos de
caracterizacao das fases de crescimento in vitro e a avaliagdo da Inativacao Fotodinamica como
método antimicrobiano. Na literatura, poucas informagdes sobre a estrutura celular desse fungo
sdo encontradas, desta forma, foram feitos estudos utilizando microscopia confocal de
fluorescéncia e microscopia eletronica de transmissao, para observar parede celular e organelas
e ajudar no entendimento da resposta fotodindmica em inativar este microrganismo.

Posteriormente foram feitos ensaios de TFD em hifas e conidios do R. oryzae.

1.2 Rhizopus oryzae

Rhizopus oryzae ¢ um fungo filamentoso pertencente ao filo Zygomycota, classe
Zygomycete e  ordem Mucorales. (12-13), E relatado na literatura que este fungo apresenta -
glucano, quitina, quitosana e ergosterol na estrutura celular. (14—16), Este fungo apresenta
caracteristicas particulares, tais como fase clara durante as primeiras 24 horas de crescimento e
fase escura a partir das 48 horas de crescimento, devido a presenca de melanina. (17), Este
fungo ¢ um dos mais utilizados para producdo de lipases, encontrado em regides tropicais e
subtropicais em todo o mundo, sendo também encontrado em grande quantidade no solo, possui
rapido crescimento e ¢ responsavel pela decomposicdo de frutos e por causar doencas em
plantas. (18-21)

Esse fungo também pode ser um patégeno oportunista, causando infec¢do em individuos
que possuem o sistema imune comprometido, como pacientes com cancer, HIV+,
transplantados de 6rgdos, doencas respiratdrias cronicas e infec¢do por tuberculose. (22), O
fungo R. oryzae ganhou destaque mundial durante a pandemia de COVID-19, por ser o principal

patdgeno associado aos casos de mucormicose, sendo conhecido também como fungo negro.
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Porém, devido a escassez de dados na literatura pouco se sabe sobre a complexidade da sua
estrutura celular.

O Rhizopus se reproduz de forma assexuada e sexuada. A reprodugdo assexuada ocorre
quando os esporangioforos sdo produzidos opostos a regido de formagdo dos rizdides dos
micélios. Cada esporangioforo possui um Unico esporangio, o esporangio possui uma regiao
estéril chamada columela, como mostrada na figura 1. Os esporos sdo produzidos ao redor dessa
columela, e quando ocorre o rompimento da parede do esporangio, a columela colapsa e os
esporos sao dispersos. Os esporos ao cairem em um substrato adequado, germinam e produzem
novos micélios. (23)

A reproducdo sexuada ocorre através da copula gametangial. Os micélios produzem
gamentangios de linhagens opostas ( + ) ou ( - ). Durante a plasmogamia, forma-se um
zigésporo, contendo multiplos nucleos haploides dos dois progenitores. Em condi¢des
favoraveis, ocorre a cariogamia e, posteriormente, a meiose. Durante a meiose, o zigdsporo
germina em um esporangio. Em seguida, o esporangio dispersa esporos haploides, que
germinam e ocorre o crescimento de novos micélios. (23), O esquema da reproducdo assexuada

e sexuada estdo mostrados na figura 2.

Esporangio Esporangidsporos
\ Columela
Apofise
<€— Esporangi6foro
Estolao —P»
Hifa
Rizéide —»»

Figura 1 - Esquema da estrutura da espécie Rhizopus spp.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 2 - Ciclo de vida do Rhizopus sp.

Fonte: Elaborada pela autora

Estudos desenvolvidos com Candida, sugerem que fungos filamentosos, assim como

bactérias, também podem formar biofilmes. (24-26), Os biofilmes s3o comunidades

microbianas estruturadas com uma matriz extracelular (MEC), no caso do biofilme de C.

albicans o biofilme ¢ composto por células em forma de levedura e hifas. (27), A organiza¢ao

estrutural dos biofilmes serve como barreira fisica contra agentes fisicos e quimicos, como

exemplo medicamentos. (28-30), A formagdo dos biofilmes tem aumentado a resisténcia aos

farmacos antimicrobianos e do sistema imunologico do hospedeiro, tornando-os um grande

desafio no seu tratamento antimicrobiano. A resisténcia antifingica mediada por biofilme,

provavelmente ¢ um fator que contribui para falhas em tratamentos com antifingicos. Devido

a dificuldade no combate aos biofilmes, o desenvolvimento de tratamentos alternativos €

necessario.

1.3 MUCORMICOSE
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A mucormicose ¢ uma doenga flingica extremamente agressiva que tem uma elevada taxa
de mortalidade, especialmente em pacientes com sistema imune comprometido. (31),
Geralmente, a doenca se desenvolve inicialmente no seio da face ou nos pulmdes apos a
inalagdo de esporos fungicos, que, subsequentemente, causam infec¢do. (32), Os sitios
acometidos por essa infecgdo ja relatados na literatura sdo: pulmonar, rinocerebral, cutinea e
gastrointestinal. A maioria dos casos de mucormicose ¢ causada pelo fungo R. oryzae, e cerca

de 90% dos casos sao rinocerebrais. (33)

SEIOS DA

FACE
ESPOROS

0./

ﬁ 0 PULMAO

Figura 3 - Esquema representando a inalag@o dos esporos fungicos, que geralmente infectam os seios
da face ou pulmdes.

Fonte: Elaborada pela autora

Individuos com mucormicose podem apresentar manifestagdes clinicas diversas,
dependendo da imunidade do hospedeiro, da extensdo da infec¢do e dos 6rgdos afetados pela
infeccdo. Nos casos de infec¢do rinocerebral, os esporos fungicos sdo inalados e se instalam
nos seios da face, a partir dai, a infec¢do pode permanecer localizada e os sintomas comuns sao
sinusite aguda, febre, cefaleia e congestdo nasal. Em individuos imunocomprometidos, a
infecc¢do pode progredir e invadir a orbita e o palato, chegando até a regido cerebral. A invasao
do tecido pode ocasionar perda de visdo, alteracdes no estado mental e necrose. (34-36)

O diagnoéstico de mucormicose ¢ um desafio. Segundo Maartens et al., um atraso de 12 h
no diagnostico pode ser letal para o paciente, e cerca de 50% dos casos sdo diagnosticados na
autopsia. (37), Um estudo mostrou que o inicio tardio do tratamento resultou em um aumento
da taxa de mortalidade nas 12 semanas de avaliacdo pos-diagndstico, em comparacdo com o
inicio precoce do tratamento (82,9% vs 48,6%) (38). Os métodos atualmente utilizados sdo o
diagnostico clinico, testes histopatoldgicos, testes microbiologicos e métodos avancados de

biologia molecular.
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O tratamento convencional consiste em doses elevadas de antibidticos e agentes
antifungicos associados a ressec¢des cirurgicas, mas mesmo com tratamento agressivo, a taxa
de mortalidade ¢ ainda elevada, em torno de 50%. (33), Na auséncia de desbridamento cirargico
do tecido infectado, o tratamento antifingico por si s6 raramente ¢ curativo, resultando numa
taxa de mortalidade de 100% para os doentes com doenga disseminada. (39)

Durante a pandemia de COVID-19, ocorreram vdarias complicagdes em pacientes
hospitalizados, e uma destas complicagdes foi a mucormicose. As principais causas de
contaminagdo em pacientes hospitalizados podem estar relacionadas com baixa taxa de
oxigenacdo, ambiente com elevada glucose (tais como diabetes, hiperglicemia de inicio recente,
hiperglicemia induzida por esteroides), ambiente 4cido (acidose metabolica, cetoacidose
diabética) niveis elevados de ferro (aumento das ferritinas) e diminuicdo da atividade
fagocitaria dos leucécitos devido a imunossupressdo (comorbidades mediadas pelo SARS-
CoV-2), combinados com varios outros fatores de risco, incluindo hospitaliza¢ao prolongada
com ou sem a utilizagdo de ventiladores mecanicos. (39), De acordo com o website do
Governmentstats, de 5 de Maio a 3 de Agosto de 2021, mais de 45.000 casos e 4.000 mortes de
doentes com COVID-19 foram associados a mucormicose, tendo uma grande parte destes casos
sido notificados na India, declarando esta doenga endémica naquele pais.

Por conseguinte, ha necessidade de estratégias de tratamento alternativas. Contudo, o
conhecimento limitado sobre as caracteristicas da estrutura celular de R. oryzae torna dificil o
desenvolvimento de tratamentos alternativos, dessa forma sdo necessarios estudos para uma
melhor compreensdo deste microrganismo e, consequentemente, o desenvolvimento de

tratamentos que sejam eficazes.

1.4 TERAPIA FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA

Inicialmente, a Terapia Fotodinamica (TFD) foi descrita no campo médico como
promovendo uma ag¢do letal sobre as células neoplasicas (40), atualmente, a TFD apresenta
grandes perspectivas no controle microbiano, sendo amplamente utilizada na odontologia. (41)

A terapia fotodindmica antimicrobiana (TFDa), também conhecida como Inativacao
Fotodinamica (IFD), baseia-se na interacdo da luz com o fotossensibilizador (FS), que sdo
moléculas fotossensiveis, e devido a absor¢do da luz, o FS inicia uma série de reagdes quimicas

que levam a producdo direta ou indireta de oxigé€nio singleto e outras espécies reativas de
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oxigeénio, resultando na inativagdo de microrganismos. (41)

A TFD tem se mostrado eficiente na inativagdo de bactérias, fungos e virus. (42-43), Uma
das grandes vantagens que a IFD apresenta ¢ a baixa probabilidade de selecdo de
microrganismos resistentes, visto que ¢ praticamente impossivel que ocorra a resisténcia as

espécies reativas de oxigénio.
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Figura 4 - Diagrama de Jablonski

Fonte: Adaptada de LAKOWICZ. (42)

A destruicdo dos microrganismos pode ocorrer de duas maneiras diferentes: através da
geracdo de radicais livres, que sdo extremamente reativos (mecanismo tipo I) ou da geracdo do
oxigénio singleto (mecanismo tipo II), representadas na figura 4.

No mecanismo tipo I, o FS no estado excitado interage diretamente com um substrato
organico e/ou moléculas vizinhas, preferencialmente o Oz, produzindo radicais ou ions radicais.
A maioria destes radicais reage instantaneamente com o O, gerando espécies reativas de
oxigénio (EROs), como o peroxido de hidrogénio, radical superdxido e hidroxila, que podem
oxidar uma variedade de biomoléculas. (43)

No mecanismo do tipo II, ocorre a geracdo do oxigénio singleto. O oxigénio singleto
representa o estado eletronicamente excitado do oxigénio molecular, com os elétrons pareados,
sendo formado por meio da transferéncia de energia do FS para o oxigénio molecular, sendo
apontado como o maior responsavel pelo efeito fotodindmico. O oxigénio singleto produzido
nas células, ¢ extremamente reativo, podendo causar danos aos diversos sistemas bioldgicos,
por meio da oxidacdo de macromoléculas, incluindo lipideos, acidos nucleicos e proteinas.

(44), Como lipideos e proteinas sdo os principais constituintes de membranas bioldgicas, as
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reagdes foto-oxidativas ocasionam alteragdes da permeabilidade celular, provocando a morte
do microrganismo.

Nos dois tipos de reagdo fotodinamica, a resposta somente ocorrerd quando as moléculas
do fotossensibilizador apresentam interagdo direta com a célula microbiana, seja na sua

parede/membrana ou internalizadas.

1.4.1 FOTOSSENSIBILIZADORES

Um fator importante para a realizacio da TFD ¢é o fotossensibilizador, que precisa
apresentar caracteristicas fotofisicas e fotoquimicas especificas, como alta absor¢do na regido
entre 600 e 810 nm, seletividade para células alvos devendo induzir a morte apenas dessas
células especificas, ndo ser toxico para células no escuro e possuir alto rendimento quantico nos
estados singleto e alto tempo de vida no tripleto, para que a produgdo de oxigénio singleto seja
mais efetiva.

No caso da TFDa também existem fotossensibilizadores com absor¢do em comprimentos
de onda inferiores a 600 nm, a escolha sera especialmente na dependéncia do tecido alvo a ser
tratado, sendo que para infecgdes que afetam os tecidos além da superficie tecidual existe a
necessidade de trabalhar com irradiacdo de menor atenuagdo da luz. No presente trabalho, o
fotossensibilizador escolhido foi a clorina em decorréncia de resultados positivos para a
inativagdo fotodinamica em fungos filamentosos. (45-46), Apos busca na literatura cientifica,
por nosso conhecimento, ndo existem até o momento estudos realizados empregando a TFDa

em R. oryzae.

1.4.1.1 CLORINAS

As clorinas sdo derivadas de porfirinas, que apresentam forte banda de absor¢do na
regido de 640-700 nm, regido do vermelho. A clorina es ¢ uma forma derivada da clorofila-a e
apresenta propriedades importantes, que viabilizam o potencial do fotossensibilizador, como
alto rendimento quantico de formacao de oxigénio singleto e alta absor¢do em comprimentos
de onda maiores. (47-48)

O Photodithazine® (Photodithazine®-PDZ, Moscou—Russia), que foi o
fotossensibilizador escolhido para ser usado nesse trabalho, ¢ sintetizado a partir da alga

Spirulina plantensis, tendo a forma de sal de glucosamina e solubilidade em agua. (49)
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O PDZ apresenta banda de Soret com maximo de absor¢do em 401 nm e trés bandas Q,
com maximos em 505, 600 e 655 nm, com maxima absor¢ao em 655 nm, sendo vantajoso para
aplicacdes em TFD, visto que a luz penetra mais profundamente em tecidos em comprimentos
de ondas maiores. (50), O PDZ ja mostrou eficacia fotodindmica na inativac¢ao de outros fungos,

como Candida albicans e Candida guilliermondii. (5152).

@ o
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C7H1305NH; O2C CO,C7H1305NH3

Figura 5 - Estrutura quimica do PDZ

Fonte: PIRES et al. (45)

Atualmente ndo existe um tratamento efetivo para mucormicose, os tratamentos
convencionais utilizados, como altas doses de antiflingicos e ressec¢do cirurgica, apresentam
baixa efetividade, além da grande retirada de tecido saudavel durante a cirurgia. A TFDa pode
ser uma interessante alternativa ao antiflingico por ter agdo nao sitio bioldgico, podendo ainda

ser um método adicional de tratamento conjunto com a cirurgia e antifiingico.



36



37

CAPITULO 2 — OBJETIVOS
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CAPITULO 2 - OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliacdo da eficiéncia da inativacdo fotodindmica no controle do crescimento do R. oryzae.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizacdo do R. oryzae por microscopia eletronica de transmissdo e confocal.

- Determinagdo da distribuicao do fotossensibilizador Photodithazine no fungo filamentoso por

microscopia confocal de fluorescéncia.

- Avaliag¢do da resposta fotodindmica antimicrobiana em diferentes fases de crescimento do
fungo (conidios e hifas nas fases clara e escura) e para diferentes protocolos de TFDa com PDZ,
variando a concentra¢do do fotossensibilizador, o tempo de incubacido, a associagdo com SDS

e a fluéncia de luz em 660 nm.
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CAPITULO 3 — CARACTERIZACAO DO Rhizopus oryzae
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CAPITULO 3 - CARACTERIZACAO DO Rhizopus oryzae

O R. oryzae ¢ um fungo encontrado na natureza principalmente em solos e, mais
recentemente, sua relevancia como patégeno humano tem sido descrita. Desta forma, suas
caracteristicas estruturais, de crescimento ou fatores de viruléncia s3o pouco encontradas na
literatura. Nesse capitulo sdo apresentados os resultados de caracterizagdo do crescimento in
vitro e da morfologia investigada por microscopias confocal de fluorescéncia e eletronica de

transmissao.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizacgao do crescimento do R. oryzae in vitro;

- Caracterizacao da morfologia do R. oryzae utilizando microscopia confocal de fluorescéncia

e eletrOnica de transmissao.

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Rhizopus oryzae

A cepade R. oryzae (CFP 0781) utilizada neste estudo foi gentilmente doada pela Fundagao
Oswaldo Cruz (Fiocruz). O envio do microrganismo foi realizado em tubo Falcon contendo
meio liquido Dextrose Batata, sendo, posteriormente, mantido a 4 °C em meio solido Agar
Dextrose Batata (PDA). As amostras que vieram em meio liquido apresentavam em sua
superficie o crescimento na forma de hifas, entdo, com o auxilio de uma alga de inoculacgao,
uma amostra foi transferida para um tubo Falcon com 10 mL de dgua destilada estéril. Esse
contetido foi agitado em vortex por 10 segundos, entdo, 10 uL foram inoculados no centro de
uma placa de Petri com meio sélido de PDA. Para a manuten¢do da amostra para os
experimentos, este procedimento de plaqueamento era realizado semanalmente.

Para obtencao da Fase clara de crescimento, como mostrado na figura 1, o fungo plaqueado
no meio PDA foi mantido a 37 °C por 24 horas. Para obten¢do da Fase escura, com alta

concentragdo de melanina, o fungo foi cultivado por 48 h a 37 °C, como mostrado a figura 1.
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FASES DE CRESCIMENTO

— & -
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Figura 6 - Imagem representativa das fases de crescimento do fungo, a direita a Fase Clara que ocorre
com 24h de crescimento, a esquerda a Fase Escura que ocorre com 48h de crescimento.

Fonte :Elaborada pela autora

3.2.2 MICROSCOPIA CONFOCAL

Utilizando um microscépio confocal de fluorescéncia da Zeiss — modelo LSM 780
invertido, do Instituto de Fisica de Sdo Carlos da Universidade de Sdo Paulo (IFSC — USP). Foi
utilizado o laser de 2 fétons em 800 nm para excitacao e aquisi¢do de dados em dois canais, um
entre 400-600 nm (regido verde-azul) referente a fluorescéncia natural do patdgeno e outro entre
600-710 nm (regido vermelho) referente a fluorescéncia do PDZ. Foram obtidas imagens da

autofluorescéncia do fungo e imagens de campo claro, para observagao das estruturas celulares.

3.2.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Para estudar as estruturas subcelulares do R. oryzae foi feita uma analise no Microscopio
eletronico de Transmissdo. Primeiramente, as amostras de 24 h, 48 h e 7 dias de crescimento
foram preparadas no Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo (ICB -USP), da
seguinte forma:

Para a fixagdo, as amostras foram tratadas em glutaraldeido a 2% por 2 horas, em
seguida foram lavadas com solugdo tampao, posteriormente foram tratadas com tetroxido de
6smio por 2 horas e, entdo, lavadas novamente com solucdo tampao e incubadas overnight em

solugdo de acetato de uranila com sacarose.



45

Para a desidratagio, as amostras passaram pelos seguintes processos: - Alcool 70 % por
15 minutos — 2 vezes; - Alcool 95% por 15 minutos — 2 vezes; - Alcool 100% por 15 minutos
— 4 vezes; - Oxido de propileno por 15 minutos — 2 vezes.

Para a infiltragdo, foi colocado na amostra 6xido de propileno + resina na proporgao 1:1
e foi deixado rotacionando por 6 horas; ap0s isso foi adicionada resina pura SPURR por 6 horas.

As amostras foram entdo incluidas em formas de silicone e depois colocadas na estufa
(70-75 °C) por 30 horas. Foi feita trimagem, com cortes semi-fino e ultrafinos. E as amostras
foram contrastadas com os metais pesados uranila e chumbo.

As amostras foram analisadas utilizando o Microscopio Eletronico de Transmissdo -
Marca: JEOL - Modelo: JEM2100 LaBs200 kV do Instituto de Quimica de Sao Carlos da
Universidade de Sao Paulo (IQSC — USP).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 MICROSCOPIA CONFOCAL

A figura 7 apresenta imagens de Microscopia Confocal de amostras de R. oryzae, em
diferentes fases de crescimento. E possivel observar as estruturas celulares, como hifas
cilindricas, esporangios, parede celular das hifas e esporos. As figuras 6-A), 6-B) e 6-F)
correspondem a imagens de campo claro e as figuras 6-C), 6-D) e 6-E) sdo imagens espectrais
realizadas no modo Fluorescéncia. A fluorescéncia em azul-verde refere-se a fluorescéncia
natural das hifas do R. oryzae, ou seja, autofluorescéncia. A fluorescéncia em amarelo-verde
refere-se a fluorescéncia natural de esporos, tanto dentro dos esporangios, quanto livres na

amostra.
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Figura 7 - A) Hifas (1), Esporangio (2) e esporos (3) da fase escura do R. oryzae observados na
Microscopia de campo claro, no aumento de 20x. B) Hifas (1) e esporangios (2) de amostra
da fase clara do R.oryzae observados na Microscopia de campo claro, no aumento de 20x.
C) Autofluorescéncia de amostra da fase clara do R. oryzae observada no Microscopio
Confocal de Fluorescéncia, no aumento de 20x. A seta com numero 1 representa uma hifa.
D) Imagem espectral da fase escura do R. oryzae, em que € possivel observar as hifas (1),
esporangios (2) e a parede celular de uma hifa (4), no aumento de 63x. E) Imagem espectral
de amostra da fase clara do R. oryzae, em que € possivel observar as hifas (1) e esporos (3),
no aumento de 63x. F) Esporos (3) do R. oryzae observados na Microscopia de campo claro,
no aumento de 63x.

Fonte: Elaborada pela autora.
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A partir das figuras 7-A) a 7-E) podemos observar a estrutura das hifas, representadas
como 1, do R. oryzae vista tanto por microscopia de campo claro, quanto fluorescéncia, em 7-
C) ¢ possivel observar a presenca de hifas cilindricas bastante alongadas, com didmetro médio
de 10-15 pm. Dentro das hifas ¢ possivel observar alta densidade de estruturas celulares
esféricas, com padrdo de alta ou auséncia de fluorescéncia, sendo que as regides negras sao
relacionadas aos melanossomas. A fluorescéncia emitida na regido do azul-verde € referente a
emissdo natural do patégeno, a autofluorescéncia. Na figura 7-D) € possivel observar a parede
celular (4) de uma hifa, essa parede apresenta um tamanho médio de 1,5 um. Nota-se pela figura
7-E) a autofluorescéncia das hifas, e observa-se espagos em que nao houve fluorescéncia, essas
regides sdo muito absorvedoras de luz e provavelmente apresentam melanina.

Podemos notar também a presenca dos esporangios (2), figuras 7-A), 7-B) e 7-D),
possuem um didmetro médio variando entre 50-70 um, nota-se também que os esporangios da
fase escura apresentam mais esporos quando comparados aos da fase clara. Dentro dos
esporangios observa-se a presenca dos esporos, que sdo mais bem observados na figura 7-F), e

apresentam um tamanho médio de 10-20 um.

3.3.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

A figura 7 apresenta imagens de Microscopia Eletronica de Transmissdo feita em
amostras com diferentes dias de crescimento do R. oryzae, em A) e B) com 24 h de crescimento,
correspondendo a fase clara, em C) e D) com 48 h de crescimento (fase escura), em E) e F) com

7 dias de crescimento (fase escura).
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Figura 8 - Imagens de Microscopia Eletronica de Transmissdo em amostras de R. oryzae, em A) e B) para a fase
clara, com 24 horas de crescimento, em que € possivel notar os esporos, em C) e D) para a fase escura,
com 48 horas de crescimento, em que se nota o esporangio, em E) ¢ F) para a fase escura, com 7 dias
de crescimento, em que ¢é possivel observar o esporangio. A seta 1 representa a membrana do esporangio

e a seta 2 a columela.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Podemos notar observando a figura 8, a complexidade das estruturas do R. oryzae, em
que observamos na figura 8-A) e 8-B) os esporos, o esporangio ¢ observado nas figuras 8-C) a
8-F), e nota-se a grande quantidade de vesiculas no interior desses esporangios. Nota-se pela
seta 1 a membrana do esporangio e em seu interior uma grande quantidade de ultraestruturas
celulares, muitos vacuolos, e muitas vesiculas, podemos notar a columela, que ¢ uma regiao
estéril do esporangio, estando representada pela seta 2. Todos esses fatores implicam na
complexidade das estruturas da parede celular do patégeno, que limitam a internalizagio de

farmacos.
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CAPITULO 4 - AVALIACAO DO EFEITO FOTODINAMICO SOBRE O
CRESCIMENTO in vitro DE Rhizopus oryzae NA FASE DE HIFA
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CAPITULO 4 - AVALIACAO DO EFEITO FOTODINAMICO SOBRE O CRESCIMENTO
in vitro DE Rhizopus oryzae NA FASE DE HIFA

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estudar a IFD no R. oryzae nas fases clara e escura de crescimento, com diversos parametros

de tratamento.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Rhizopus oryzae

R. oryzae (CFP 0781) foi doado pela Fundagao Oswaldo Cruz (Fiocruz) e armazenado a 4
°C em meio solido de Agar Dextrose de Batata (PDA).

4.2.2 PREPARO DA AMOSTRA

O fungo foi plaqueado em placas de Petri contendo meio PDA e incubado em estufa a 37
°C. Para avaliar a fase clara, as placas permaneceram 24 horas na estufa, enquanto para a
avaliacdo da fase escura, as placas foram incubadas por 48 horas. Para obten¢do das amostras
de cada fase, foram retirados discos de 8 mm de didmetro, de cada placa, com o auxilio de uma
seringa estéril. Entdo, os discos foram inseridos em um pogo de uma placa de 24 pocgos (figuras

9¢10).

Figura 9 - Esquema do preparo da amostra para o estudo da inativacdo fotodinamica da Fase Clara.
Inicialmente com o auxilio de uma seringa se obtém um disco de 8 mm de diametro das hifas
crescidas em meio so6lido. Os discos sdo depositados na placa de 24 pogos para o posterior
tratamento.

Fonte: Elaborada pela autora
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Figura 10 - Esquema do preparo da amostra para o estudo da inativacdo fotodinamica da Fase Escura.
Inicialmente com o auxilio de uma seringa se obtém um disco de 8 mm de didmetro das hifas
crescidas em meio solido. Os discos sdo depositados na placa de 24 pogos para o posterior
tratamento.

Fonte: Elaborada pela autora

4.2.3 ANFOTERICINA B

O antifingico comumente usado contra R. oryaze é a Anfotericina B® (AMB — Sigma-
Aldrich), entdo, primeiramente foram feitos alguns experimentos para observar a resposta do
fungo frente a AMB e, posteriormente, compara-la com a resposta fotodindmica. Para isso, as
amostras foram preparadas da mesma forma como citado em 3.2.2. Em seguida, foi adicionado
200 pL por poco de AMB na concentracdo de 250 pg/mL. As amostras permaneceram

incubadas com o antifingico pelo tempo de 1h.

200 pL de

AMB por pogo /

Figura 11 - Esquema do tratamento de hifa do R.oryzae com AMB. Inicialmente com o auxilio de uma
seringa se obtém um disco de 8 mm de diametro das hifas crescidas em meio solido. Os
discos sdo depositados na placa de 24 pogos para o posterior tratamento.

Fonte: Elaborada pela autora

4.2.4 FOTOSSENSIBILIZADOR
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O FS escolhido pertence a classe da clorina, chamado de Photodithazine® (PDZ — Moscou,
Russia). Esse FS ja ¢ utilizado comercialmente para o tratamento do cincer com a terapia
fotodindmica e ja foram reportados resultados favoraveis em Candida albicans e Pythium
insidiosum. (45), (53) Foram testados diversos protocolos variando os tempos de incubagdo de
20 minutos a 2 horas, concentra¢des do PDZ e associacdo com o surfactante Sodium Dodecyl
Sulfate (SDS). O PDZ foi testado em concentra¢des que variaram entre 150 pg/mL até 2,6
mg/mL. Para isso, os discos de 8 mm do fungo R. oryzae foram inseridos na placa de 24 pogos

e, entdo, incubados com 200 pL do FS.

)

200 pL de FS /i

por pogo

Figura 12 - Incubacdo do FS na placa de 24 pogos. Foram adicionados 200 uL. do FS por poco.

Fonte: Elaborada pela autora

4.2.5 FONTE DE LUZ

Foi utilizado um dispositivo de arranjo de LEDs centrados em 660 nm para realizar TFDa,
com irradidncia de 50 mW/cm? e foi entregue uma fluéncia entre 100 e 200 J/cm?. Esse
dispositivo possui 24 LEDs centrados uma para cada poco da placa e foi desenvolvido pelo
LAT-IFSC. Para o protocolo de 100 J/cm? a amostra foi iluminada durante 34 minutos e para

200 J/cm? a iluminagdo foi durante 68 minutos.

42.6 INATIVACAO FOTODINAMICA

Para avaliar a agdo fotodindmica foram variadas as concentragdes de FS, tempos de
incubacgdo e associagdo do fotossensibilizador com o surfactante SDS. Os parametros usados

estdo elencados nas tabelas a seguir.
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Figura 13 - Placa sendo iluminada durante um protocolo de IFD.

Fonte: Elaborada pela autora

Tabela 1 - Parametros de IFD para a Fase Clara utilizando somente PDZ

Protocolo [PDZ] Sessoes Tempo de incubagio Iluminacio (J/cm?)
Controle 0 0 0 0
Controle luz 0 1 0 100
Controle FS 2,6 mg/mL 1 2h 0
1 150 pg/mL 1 30 min, l1h e 2h 100
2 500 pg/mL 1 30 min, 1h e 2h 100
3 2,6 mg/mL 1 1h 100
4 2,6 mg/mL 2 1% sessdao — 2h 100

2% sessao — 1h

Fonte: Elaborada pela autora

Tabela 2 - Parametros de IFD para a Fase escura utilizando somente PDZ

Protocolo [PDZ] Sessoes Tempo de incubagio Iluminacio (J/cm?)
Controle 0 0 0 0
Controle luz 0 1 0 100
Controle FS 2,6 mg/mL 1 2h 0
1 150 pg/mL 1 30 min, 1h e 2h 100
2 500 pg/mL 1 30 min, lh e 2h 100
3 2,6 mg/mL 1 2h 100
4 2,6 mg/mL 2 1% sessdao — 2h 100

2% sessao — 1h

Fonte: Elaborada pela autora
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Tabela 3 - Parametros de IFD para a Fase Clara utilizando PDZ e SDS

Protocolo [PDZ] SDS  Sessoes Tempo de incubacio Iluminacio
(ng/mL) (J/em?®)
Controle 0 0 0 0 0
Controle luz 0 0 1 0 200
Controle SDS 0 0,01% 0 0 0
Controle SDS 0 0,05% 0 0 0
Controle FS-SDS 500 0,01% 0 2h 0
Controle FS-SDS 500 0,05% 0 2h 0
1 250 0,01% 1 20 min, 40 min, lh e 2h 100 J/cm?
2 500 0,01% 1 20 min, 40 min, 1h e 2h 100 J/cm?
3 150 0,05% 1 30 min, 1h e 2h 200 J/cm?
4 250 0,05% 1 30 min, 1h e 2h 200 J/cm?
5 500 0,05% 1 1h 100 J/cm?
6 500 0,05% 1 lhe2h 200 J/cm?
7 500 0,05% 2 1* sessdo — 1h 200 J/cm?

2% sessdo — 2h

Fonte: Elaborada pela autora

Tabela 4 - Parametros de IFD para a Fase Escura utilizando PDZ e SDS

Protocolo [PDZ] SDS Sessoes Tempo de incubacio Iluminacéo
(pg/mL) (J/em?®)
Controle 0 0 0 0 0
Controle luz 0 0 1 0 200
Controle SDS 0 0,01% 0 0 0
Controle SDS 0 0,05% 0 0 0
Controle FS-SDS 500 0,01% 0 2h 0
Controle FS-SDS 500 0,05% 0 2h 0
1 250 0,01% 1 20 min, 40 min, 1h e 2h 100 J/cm?
2 500 0,01% 1 20 min, 40 min, 1h e 2h 100 J/em?
3 150 0,05% 1 30 min, 1h e 2h 200 J/cm?
4 250 0,05% 1 30 min, 1h e 2h 200 J/cm?
5 500 0,05% 1 lh 100 J/cm?
6 250 0,05% 1 lh e 2h 200 J/cm?
7 250 0,05% 2 1 sessdo — 1h 200 J/cm?

2% sessao — 2h
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Fonte: Elaborada pela autora

427 APOS O TRATAMENTO COM AMB E IFD

Ap0s os experimentos, as amostras controles e tratadas com AMB e IFD sdo colocadas
em placas de Petri com meio PDA. Utilizando a seringa de molde, foi feito um furo no centro
dessas placas, como observado na figura 14, para que seja possivel observar o crescimento

radial do R. oryzae. As amostras foram armazenadas em estufa a 37°C por 24 horas.

Figura 14 — Esquema de como a amostra do R. oryzae ¢ armazenada em placa apds os tratamentos.

Fonte: Elaborada pela autora

4.2.8 TAXA DE INIBICAO DO CRESCIMENTO DO FUNGO

Para quantificar a taxa de inibi¢ao do crescimento apos os tratamentos com AMB e IFD, foi
utilizado o software ImageJ. Os resultados dos experimentos foram fotografados e feito o
upload de cada imagem no programa.

Primeiramente, foi colocada uma escala em cada imagem, visto que se sabe o valor do
diametro da placa de Petri, que corresponde a 9 cm. Em seguida, utilizou-se a ferramenta de
selecdo a mao livre para circular a 4rea de crescimento do fungo na placa, por fim, na aba
Anadlise, foi selecionado o item Medidas, para verificar a area que foi circulada.

Sabendo a 4rea de crescimento do crescimento do fungo e a area da placa de Petri, pode-se

calcular a taxa de inibi¢do do crescimento pela seguinte equagao:
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area da amostra apds tratamento

Inibi¢do do crescimento (%) = 100 — ( ) x 100

area da amostra controle
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. images )
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Figura 15 - Calculo da area de inibig¢do do crescimento do fungo no software ImageJ.

Fonte: Elaborada pela autora

Ap0s calcular a taxa de inibi¢do do crescimento, os dados foram tabulados e

analisados no software Origin 2020.

4.2.9 MICROSCOPIA CONFOCAL

Imagens de internalizagdo do fotossensibilizador, dano apés TFD no fungo foram
obtidas por meio de microscopia confocal de fluorescéncia (Zeiss — modelo LSM 780 invertido)
do Instituto de Fisica de Sao Carlos da Universidade de Sdo Paulo. Foi utilizado o laser de 2
fotons em 800 nm para excitagdo e aquisicdo de dados em dois canais, um entre 400-600 nm
(regido verde-azul) referente a fluorescéncia natural do patdogeno e outro entre 600-710 nm

(regido vermelho) referente a fluorescéncia do PDZ.



60

4.3 RESULTADOS
4.3.1 TAXA DE INIBICAO

4.3.1.1 INATIVACAO FOTODINAMICA COM PHOTODITHAZINE

A figura 14 apresenta as taxas de inibi¢ao do crescimento in vitro de R. oryzae, nas fases
clara e escura, 24 horas ap6s serem submetidos a diferentes protocolos de Terapia Fotodindmica
utilizando Photodithazine® como fotossensibilizador, além dos grupos controle, Anfotericina B

e entregando uma fluéncia de 100 J/cm?,
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Figura 16 - em A) Taxa de inibicdo de crescimento obtidas para amostras de R.oryzae, na fase clara,
submetidos a diferentes protocolos de IFD, em B) Taxa de inibigao de crescimento obtidas
para amostras de R.oryzae, na fase escura, submetidos a diferentes protocolos de IFD.

Fonte: Elaborada pela autora

Os grupos controle, controle luz e controle FS apresentaram valores semelhantes para
taxa de inibi¢do do crescimento. Primeiramente foi realizado o teste com o antifiungico AMB,
e notou-se que o0 mesmo apresentou uma boa taxa de inibi¢cao do crescimento nas amostras da

fase clara do R. oryzae, com 67% de inibi¢do, entretanto uma menor eficicia foi observada na
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inibicdo do crescimento das amostras da fase escura, provavelmente devido a uma menor
internalizacdo do antifungico e/ou de mecanismos de resisténcia do microrganismo, como o
sequestro do fArmaco nos vacuolos e melanossomas.

A TFD realizada somente com o Photodithazine ndo se mostrou eficaz na inativagao da
fase clara e escura do R.oryzae, além de apresentar uma resposta de inibi¢do com grande
variagdo intra-grupo de tratamento. A baixa resposta fotodinamica pode ter sido ocasionada,
semelhante a resposta da AMB, por uma pobre internaliza¢ao do fotossensibilizador ou por
sequestro das moléculas nos vactiolos € nos melanossomas. Especialmente no caso dos
melanossomas, estudos em melanoma pigmentado ja reportaram o efeito protetor da melanina
reduzindo a resposta fotodinamica, principalmente por ser uma biomolécula antioxidante. (54)
Um outro grande problema da fase escura de crescimento (55, 56), reside no fato que a melanina
¢ uma molécula que absorve luz na mesma regido que os protocolos de TFD sao feitos (400-
750 nm), o que ocorre entdo ¢ que a melanina compete com o fotossensibilizador pela absor¢ao
de fotons, reduzindo entdo a agao fotodinamica.

Durante os primeiros testes, foi verificada a caracteristica altamente hidrofobica do R.
oryzae, quando da deposicdo da solucdo de PDZ, uma gota era formada e baixissimo
espalhamento superficial era observado, ilustrado na figura 17. Assim, os seguintes
experimentos foram realizados utilizando-se o SDS para melhorar o espalhamento da superficie

e a internalizagdo do FS pelo fungo.

SEM SDS COM SDS

Figura 17: Espalhamento da gota de agua sem SDS e com SDS em amostra do R. oryzae.

Fonte: Elaborada pela autora
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4.3.1.2 INATIVACAO FOTODINAMICA COM PDZ E SDS

A figura 15 apresenta as taxas de inibi¢ao do crescimento in vitro de R. oryzae, nas fases
clara e escura, 24 horas apos serem submetidos a diferentes protocolos de Terapia Fotodindmica
utilizando Photodithazine® como fotossensibilizador ¢ SDS 0,01%, grupo controle,

Anfotericina B e entregando uma fluéncia de 100 J/cm?.
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Figura 18 - Taxas de inibi¢do de crescimento obtidas para amostras de R.oryzae, nas fases clara e
escura, submetidos a TFD utilizando Photodithazine® como agente fotossensibilizador
e SDS 0,01%.

Fonte: Elaborada pela autora
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Os grupos controle, controle luz, controle SDS e controle FS-SDS apresentaram valores
semelhantes para taxa de inibi¢do do crescimento. Nota-se que ao adicionar o surfactante SDS
0,01% héa uma melhora na resposta fotodindmica na fase clara, em comparacao com as amostras
tratadas somente com o PDZ. Obtendo uma taxa de inativagdo acima de 30% para 4 protocolos
testados, nas concentragdes de PDZ de 250 e 500 pg/mL, nos tempos de incubagdo de 40
minutos e 1 hora, indicando que houve uma melhor internalizagdo do fotossensibilizador nas
estruturas do fungo, e consequentemente melhorando a resposta fotodinamica.

A terapia fotodindmica realizada com o Photodithazine e SDS 0,01% ndo se mostrou
eficaz na melhora da resposta na fase escura do R. oryzae. Existem diferencas que vao
ocorrendo ao longo das fases de crescimento do fungo, sendo a perda de dgua, uma delas
evidente e possivelmente tornando o fungo ainda mais hidrofébico. Uma provavel explicagao
para uma boa resposta na fase clara e uma resposta ndo eficaz na fase escura utilizando o SDS
0,01% seria que para a fase escura a concentragdo de 0,01% de SDS ainda ndo foi suficiente

para melhorar a internalizag¢@o do fotossensibilizador.

A figura 16 apresenta as taxas de inibi¢ao do crescimento in vitro de R. oryzae, nas fases
clara e escura, 24 horas ap6s serem submetidos a diferentes protocolos de Terapia Fotodinamica
utilizando Photodithazine®™ como fotossensibilizador € SDS 0,05%, entregando uma fluéncia de

100 e 200 J/cm?.
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Figura 19 -Taxas de inibi¢do de crescimento obtidas para amostras de R.oryzae, na fase clara,
submetidos a TFD utilizando Photodithazine® como agente fotossensibilizador e SDS

0,05%.

Fonte: Elaborada pela autora

Os grupos controle, controle luz, controle SDS e controle FS-SDS apresentaram valores

semelhantes para taxa de inibicao do crescimento. A analise da taxa de inibi¢ao para os diversos
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parametros empregados com o Photodithazine®, como concentragdo do fotossensibilizador,
tempos de incubacdo e adi¢do de SDS 0,05%, demonstram a resposta positiva do tratamento
com a terapia fotodindmica em amostras da fase clara do R. oryzae. Uma inibicao de 94 % no
protocolo de 250 pg/mL de concentragdo do PDZ, com 2 horas de incubagdo e dose de 200
J/cm? foi observada e para o protocolo de 2 sessdes, obteve-se 98% de inibigdo do crescimento.
Na fase escura, com o protocolo de 500 pg/mL de concentracdo do PDZ, com 2 horas de
incubagio e dose de 200 J/cm? foi observada uma inibigdo de 72 %, enquanto para o protocolo
de 2 sessdes obteve-se 65% de inibigdo do crescimento. No entanto, ainda uma grande variagao
da resposta fotodindmica ¢ observada pelas barras de erro.

As figuras 18 e 19 resume os melhores protocolos avaliados, nas fases clara e escura,

Anfotericina B, TFD com PDZ e TFD com PDZ e SDS.
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Figura 20 - Taxas de inibi¢do de crescimento obtidas para amostras de R.oryzae, na fase clara, para os
melhores protocolos avaliados.

Fonte: Elaborada pela autora
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Figura 21 - Taxas de inibicao de crescimento obtidas para amostras de R. oryzae, na fase escura, para
os melhores protocolos avaliados.

Fonte: Elaborada pela autora

Visto que a inibi¢do do crescimento do R. oryzae nao foi de 100% em nenhum dos
protocolos, observou-se que 48 horas ap6s o tratamento de todas as amostras o crescimento foi
normalizado. Comparando os protocolos aplicados, notamos que a presenga do surfactante SDS
melhorou a internaliza¢do do fotossensibilizador, e consequentemente a resposta fotodinamica.

Em melanoma ha relatos na literatura de que a melanina pode afetar a resposta
fotodinamica, devido a interferéncia Optica provocada pela melanina, seu efeito antioxidante e
sequestro de fotossensibilizador nos melanossomas. (57), Notamos em nossos protocolos que
isso provavelmente ocorre com o fungo R. oryzae, a0 comparar a resposta de TFD da fase clara
com a escura.

E evidente que mesmo com os protocolos testados com a clorina em altas concentragdes
e irradiacdo com altos valores de fluéncia ndo foram suficientes para promover uma inativagao
fotodinamica efetiva. Comparando com outros estudos que utilizaram o Photodithazine em
fungos filamentosos € no Pythium insidiosum, o R. oryzae mostra ser um microrganismo mais
resistente a terapia fotodindmica com clorina. Outras estratégias deverdo ser testadas para
buscar uma melhor resposta, como a selecdo de um fotossensibilizador e/ou desenvolvimento

de uma formulacdo com maior afinidade e internalizagdo pelo R. oryzae.
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4.4.1 MICROSCOPIA CONFOCAL

4.4.1.1 INTERNALIZACAO DO PHOTODITHAZINE

A Figura 21 mostra a distribuicdo do Photodithazine nas hifas e esporangios do R.
oryzae, com 1 hora de incubacdo para a fase clara e 2 horas de incubagdo para a fase escura. A

fluorescéncia em vermelho refere-se a emissao de fluorescéncia do Photodithazine.

Figura 22 - A) e B) Internalizacdo do Photodithazine em amostra de Fase Clara do R. oryzae, vistos em
Microscopia Confocal de Fluorescéncia, no aumento de 20x, em C) e D) Internalizagdo do

Photodithazine em amostra da Fase Escura do R. oryzae, vistos em Microscopia Confocal no
aumento de 40x.

Fonte: Elaborada pela autora
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Nota-se que, para a fase clara de crescimento do R. oryzae, o Photodithazine se
distribuiu de forma heterogénea em algumas regides e homogénea em outras, nas hifas. Esta
distribui¢do de forma heterogénea em algumas regides pode reduzir a efetividade da terapia
fotodindmica, uma vez que nao havera produ¢ao de ROS em de forma abrangente. Este mesmo
comportamento foi observado de forma ainda mais evidente na fase escura de crescimento, em
que o Photodithazine se distribuiu heterégeneo em toda a amostra. Adicionalmente, na fase
escura ¢ possivel observar dois principais padroes de distribuicdo intracelular do
fotossensibilizador, indicados pela seta azul, sendo a) internalizacdio em estruturas
intracelulares do tipo vacuolo, lisossomos € melanossomas e pouca dispersao no citosol (figura
21-C) e b) dispersdo no citosol e estruturas celulares escuras, possivelmente melanossomas
(figura 21-D). Uma distribui¢ao heterogénea do fotossensibilizador, associado ao sequestro do
fotossensibilizador em estruturas intracelulares com membrana, resultardo em uma resposta
fotodinamica bastante heterogénea e, portanto, com baixa eficacia. Esses resultados concordam
e auxiliam no entendimento da inativagao fotodinamica heterogénea e de menor eficiéncia na

fase escura do crescimento.

4.4.1.2 TERAPIA FOTODINAMICA COM PHOTODITHAZINE

A figura 22 apresenta as amostras da fase clara do R. oryzae apds serem submetidas a

TFDa (incubagdo com Photodithazine por 1 h na concentragdo de 150 pg/mL e dose de luz de

100 J/cm?).
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Figura 23 - Imagens de microscopia confocal de amostras da fase clara do R. oryzae submetidos a TFD
com o fotossensibilizador Photodithazine na concentracdo de 150 pg/mL. Em A) e B)
imagens de fluorescéncia, em vermelho ¢ a fluorescéncia do Photodithazine, no aumento de
63x. Em C) e D) imagens de campo claro, no aumento de 63x.

Fonte: Elaborada pela autora

A partir da figura 21, pode-se observar que a estrutura das hifas mudou apds a aplicacdo
do tratamento, como observado nas figuras 7-C) e 21-A), as hifas apresentam estruturas
regularmente cilindricas e ap6s a TFD notamos que essa estrutura mudou, apresentando uma
irregularidade na estrutura de sua parede celular, evidéncia do dano induzido na parede celular.
Além disso, pode-se observar que o tratamento nao foi capaz de alterar a estrutura das hifas de
maneira global. Este resultado estd de acordo com o observado anteriormente, em que o
patdgeno foi capaz de retomar o crescimento apds 48 horas. Além disso, nota-se a emissao de
fluorescéncia do Photodithazine, indicando que o fotossensibilizador ndo foi degradado
completamente ap6s a irradiagdo da TFD, podendo inclusive realizar uma segunda sessao

irradiacdo sem a necessidade de nova administracdo do farmaco. Esse fato também pode ser
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um indicio de uma pobre produ¢do de EROs e de oxigénio singleto, uma vez que a

fotodegradacao dessas moléculas esta diretamente relacionada com a presencga dessas espécies.

A figura 26 apresenta as amostras da fase escura do R. oryzae submetidos a TFDa,
utilizando-se o Photodithazine na concentragdo de 150 pg/mL, 1 hora de incubagdo e, dose de

luz de 100 J/cm?.

A

Figura 24 - Imagens de microscopia confocal de amostras da fase escura do R. oryzae submetidos a TFD
com o fotossensibilizador Photodithazine na concentracdo de 150 pg/mL. Em A) e B)
imagens de fluorescéncia, em vermelho ¢ a fluorescéncia do Photodithazine, no aumento de
20x. Em C) imagem de campo claro, no aumento de 63x.

Fonte: Elaborada pela autora

A partir da figura 22, podemos observar uma mudanga na morfologia da estrutura das

hifas, como foi observado para a fase clara, ¢ possivel notar também que houve a ruptura de
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algumas hifas, como representado pela seta 2, e extravasamento e deposicdo de material amorfo
apos a TFD, como representado pela seta 1. Da mesma forma que na fase clara, pode-se
observar que o tratamento ndo foi capaz de inativar todas as hifas. Este resultado est4 de acordo
com o observado anteriormente, em que o patégeno foi capaz de retomar o crescimento apos
48 horas. Além disso, observa-se emissao de fluorescéncia do Photodithazine, indicando que

nem todo o composto foi degradado apds a TFD.

4-5 DISCUSSAO

O fungo R. oryzae foi pouco estudado na literatura com relacdo a sua estrutura celular
e tratamentos com antifingicos ou alternativos. A Terapia Fotodindmica apresenta algumas
vantagens quando comparada aos antifingicos. Uma delas ¢ o improvavel desenvolvimento de
resisténcia pelos microrganismos, uma vez que a TFD ¢ sitio-inespecifica, sendo todas as
estruturas celulares alvos potenciais para oxida¢dao, como por exemplo, lipidios insaturados,
enzimas e proteinas. (60), Neste presente trabalho, optou-se por iniciar os estudos de Inativagao
Fotodinamica nas hifas, que ¢ a forma que o patdogeno se encontra em infecgdes. As hifas sao
morfologicamente mais complexas comparada aos conidios, elas sdo organizadas em estruturas
tridimensionais e ramificadas, além de apresentarem parede celular espessa. Todas estas
caracteristicas dificultam a acdo de qualquer agente antimicrobiano, como por exemplo, pode
reduzir a internalizacdo do fotossensibilizador.

As taxas de inibigdo do crescimento do R. oryzae revelam o potencial da terapia
fotodinamica, principalmente quando foi utilizado o PDZ em associagdo com o SDS 0,05%. As
doses de luz de 100 e 200 J/cm? utilizadas neste estudo, quando comparadas com estudos de
TFD em outros microrganismos, podem ser consideras ligeiramente altas, entretanto, este fato
¢ justificado devido a complexidade da estrutura do patégeno, tanto da composicao e estrutura
da parede celular, como pelo posicionamento das hifas que formam um micélio, fazendo com
que o fotossensibilizador fosse utilizado em uma concentragdo mais alta e, consequentemente,
uma maior dose de luz foi requerida.

Nos testes iniciais, a TFD foi aplica com o Photodithazine na auséncia de SDS, o que
acarretou a necessidade de se utilizar altas concentragdes deste FS para que ocorresse a inibi¢ao
do crescimento. Entretanto, quando o Photodithazine ¢ usado em altas concentragdes ocorre a
formag¢do de agregados que ndo sdo ativos para a TFD, reduzindo assim, a eficacia

fotodindmica. Além disso, foi observada uma alta hidrofobicidade da cultura fungica, o que
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dificultava a internalizagdo do FS. Desta forma, os testes posteriores foram aplicados
associando-se 0 PDZ com o surfactante SDS.

Os ensaios em que a TFD foi mediada pelo PDZ em associagdo com SDS 0,01%
demonstraram uma crescente melhora quando se comparado aos protocolos usando somente
PDZ. Na fase clara, notou-se que menores concentragdes de PDZ obtiveram uma melhor
resposta, novamente indicando que em altas concentragdes o PDZ se agrega. Na fase escura
mesmo com o uso de SDS 0,01% a inativagao fotodinamica nao foi eficaz, provavelmente essa
ndo foi uma concentragdo de SDS suficiente para melhorar a internalizacdo do
fotossensibilizador e, como observado na microscopia confocal, esta fase de crescimento possui
melanina, o que afeta na resposta fotodinamica.

Quando foi utilizado SDS 0,05% juntamente com o PDZ foram obtidos melhores
resposta de inativagdo microbiana, com uma 6tima taxa de inibicdo do crescimento. Na fase
clara, obteve-se uma inibi¢cdo de 94 % usando-se 250 pug/mL de PDZ, 2 horas de incubagdo e
dose de luz de 200 J/cm?. Para o protocolo de 2 sessdes de PDT obteve-se 98% de inibi¢do do
crescimento, mostrando que o SDS 0,05% foi mais adequado e possibilitou uma melhor
internalizacdo do fotossensibilizador. Para a fase escura, foi observada uma resposta positiva
na inibicdo do crescimento, sendo obtida uma inibicdo de 72 % com 500 pg/mL de PDZ, 2
horas de incubagdo e dose de luz de 200 J/cm?. Para o protocolo de 2 sessdes, 65% de inibi¢do
do crescimento foi observada. A menor resposta da PDT na fase escura do crescimento pode
ser explicada pelas caracteristicas desse fungo, em que o fotossensibilizador se distribuiu de
forma mais heterogénea ao longo das hifas, ha a presenca da melanina que compete pela
absor¢do de fotons e atrapalha a TFD.

Observamos em nossos ensaios com o R. oryzae que a adi¢cdo do surfactante SDS ao
PDZ melhorou a internalizagdo do fotossensibilizador e a resposta da TFD, ha relatos na
literatura que a adi¢do desse surfactante a um FS para a realizacdo da TFD apresenta uma
resposta superior na inativagao fotodindmica em biofilmes de S. aureus e S. mutans. (59), (60)

Foram realizados ensaios com a Anfotericina B para efeitos comparativos com a PDT.
O mecanismo de acdo da AMB pode ser dividido nos efeitos causados na membrana celular e
nos efeitos intracelulares que induzem ao estresse oxidativo. O efeito na membrana celular ¢
baseado na sua interagdo com o ergosterol, que ¢ um esteroide essencial da membrana celular
de fungos, causando a formacdo de poros na membrana que resultam na perda de sua
integridade e rapido extravasamento de potédssio e outros ions, causando a morte celular. O
outro mecanismo ¢ a inducdo do estresse oxidativo, sendo responsavel pelo seu efeito

antimicrobiano. Estudos revelam que a AMB induz o estresse oxidativo celular e o aumento na
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formagao de radicais livres, evidenciado também pela expressao dos genes de stress celular, por
mecanismos ainda ndo completamente conhecidos. (61-63), Para o grupo testado com AMB
foi observado que as taxas de inibicdo das amostras tratadas com AMB foram inferiores em
compara¢do com a TFD. No estudo de Chabrier-Rosell6 et al. (64), em 2008, demonstrou-se a
diminui¢do da atividade metabolica de C. albicans submetida a TFD foi maior em relacio as
amostras tratadas com AMB. No estudo Soares, B et al (65), em 2011, utilizando Cryptococcus
gattii, demonstrou que a TFD ¢ eficaz na inibi¢do, sem causar toxicidade celular ou resisténcia,
quando comparada a tratamento com antifingicos.

Os resultados dos ensaios de TFD feitos com o R. oryzae utilizando Photodithazine e
Photodithazine associado com o SDS sdo coerentes com os ja obtidos na literatura para outros
fungos utilizando somente o PDZ, como a Candida albicans e Candida guilliermondii. (52),
(53), (66), (67) Nos estudos de Dovigo et al (53), do ano de 2013, foi estudada a inativagao
fotodindmica mediada por PDZ contra C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis, na forma
planctonica e em biofilme. Na condi¢do de planctonica as concentragdes de PDZ testadas foram
25, 50 € 75 ug/mL, e fluéncia de 18, 25,5 ¢ 37,5 J/em? Na condi¢do de biofilme as
concentragdes de PDZ testadas foram 75, 100 e 125 pg/mL, e fluéncia de 18, 25,5 ¢ 37,5 J/cm?.
Para os dois casos o tempo de incubacdo foi de 20 minutos. Para C. albicans na forma
planctdnica, ocorreu completa inibi¢do do crescimento com os protocolos de 50 e 75 pg/mL de
PDZ, com fluéncia de 37,5 J/cm?, € para 75 ug/mL de PDZ com fluéncia de 25,5 J/cm?. Para a
forma planctonica de C. glabrata foi observada uma reducgao de 4,3 logio, no protocolo 75
ug/mL de PDZ com fluéncia de 37,5 J/cm?. Por fim, para a forma planctonica de C. tropicalis
ocorreu uma redu¢io de 5,6 logio, no protocolo 75 pg/mL de PDZ com fluéncia de 37,5 J/cm?.
No estudo de Dovigo et al., o biofilme de Candida teve significativa redu¢do na atividade
metabolica, tendo o maior percentual para o protocolo de 125 ng/mL de PDZ e fluéncia de 37,5
J/em?. Para C. albicans, houve reducdo de 62,1% na atividade metabdlica dos biofilmes,
enquanto redugdes de 76,9% e 76,0% foram observadas para C. glabrata e C. tropicalis,
respectivamente. Todas as Candida spp. avaliadas mostraram viabilidade reduzida apos a
exposicao a TFD quando comparado aos grupos de controle em 0,9, 1,4, e 1,5 logio para C.
albicans, C. tropicalis, e C. glabrata, respectivamente.

Nos estudos de Tan et al. (68), de 2019, foram realizados ensaios de TFD em células
planctonicas e em biofilme de Candida auris, o FS utilizado foi o azul de metileno, variando as
concentragdes de 8, 16 € 32 ug/mL e fluéncia de 12 J/cm? para a cultura planctonica e 24 J/cm?

para o biofilme. Os resultados desse estudo mostraram que ndo houve crescimento em células
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planctonicas e em biofilme houve redug¢do de 7,2 logio, sendo uma inibi¢ao de 100% do
crescimento. Em nossos estudos conseguimos uma inativacdo semelhante na fase clara do R.
oryzae, de 98% de inibi¢ao do crescimento ap6s duas sessdes de TFD com 250 pg/mL de PDZ
e SDS 0,05%.

Os ensaios de internalizagdo do PDZ confirmam a afinidade do composto por regides
especificas das estruturas do R. oryzae. As amostras apresentaram fluorescéncia na regido da
parede, membranas celulares e estruturas intracelulares. Notou-se que em algumas regides da
hifa ndo houve fluorescéncia, indicando regides que sdo com alta absorcdo de luz,
provavelmente devido a presenga de melanina.

O efeito da TFD observado no microscopio confocal mostra de como a importancia da
localizagao do fotossensibilizador nas estruturas influencia diretamente no efeito fotodinamico
causado no patdégeno. Como notou-se uma internalizacdo heterogénea em algumas estruturas
da fase clara do R. oryzae, observou-se uma mudanga morfoldgica nas estruturas das hifas,
sendo algumas inativadas e outras ndo. Para a fase escura ocorreu o mesmo. Por isso, houve
recuperagdo do crescimento apos 48 horas dos ensaios.

As taxas de inibicdo do crescimento in vitro do R. oryzae obtidas com a terapia

fotodindmica comprovaram o potencial da TFD na inativagdo do patégeno.
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CAPITULO 5 - AVALIACAO DO EFEITO FOTODINAMICO SOBRE O
CRESCIMENTO in vitro DE Rhizopus oryzae NA FASE DE CONIDIOS
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CAPITULO 5 - AVALIACAO DO EFEITO FOTODINAMICO SOBRE O CRESCIMENTO
in vitro DE Rhizopus oryzae NA FASE DE CONIDIOS

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estudar a IFD em suspensdo de esporos assexuais (conidios) utilizando o PDZ

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Rhizopus oryzae

A cepa do R. oryzae (CFP 0781) foi doada pela Fundacao Oswaldo Cruz (Fiocruz) e

armazenada a 4°C em meio solido de Agar Dextrose de Batata (PDA).

5.2.2 PREPARO DA AMOSTRA

5.2.2.1 SUSPENSAO DE CONIDIOS

Em colaboragdo com a professora Marcia von Zeska Kress e a técnica Ludmilla Tonani,
da USP Ribeirdo Preto, aprendemos o protocolo de suspensdo de conidios e adaptamos para
nossas amostras. Para o preparo da suspensao de conidios, foram adicionados 3 mL de PBS na
placa de PDA com o fungo cultivado por 48 horas. Com o auxilio de uma pipeta, o PBS ¢
coletado e despejado na placa diversas vezes até obter uma solucdo escura, que corresponde aos
conidios que foram liberados da cultura. Entdo, esta suspensdo de conidios ¢ filtrada para
completa separacdo dos conidios das hifas.

O processo de filtragem foi realizado com 13 de vidro como filtro. Para isso, a 1a de vidro
¢ inserida no interior de uma seringa, entdo, a suspensdo de conidios ¢ transferida para esta
seringa e filtrada. A suspensdo filtrada ¢ despejada em um tubo Eppendorf, como mostrado na
figura. Esse processo ¢ realizado em 5 placas de PDA contendo o R. oryzae, para se obter a

concentragdo ideal de conidios para realizar os testes de inativacao.
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Filtro - La de vidro

Figura 25 - Esquema do preparo e filtragem da suspensdo de conidios

Fonte: Elaborada pela autora

5.2.2.2 CONTAGEM EM CAMARA DE NEUBAUER

Ap0s a filtragem, foi realizada a contagem de conidios em uma camara de Neubauer.
Antes da contagem, foi realizada uma dilui¢do seriada até a quarta diluicdo, como mostrado

na figura.

Diluigao 0 Diluigao 1 Diluigao 2 Diluigao 3 Diluigao 4

Figura 26 - Esquema da diluicdo seriada da suspensdo de conidios

Fonte: Elaborada pela autora

Ap6s a dilui¢do, 10 pL da dilui¢do 0 foram colocados em um lado da cdmara para a

contagem, do outro lado foi colocada a dilui¢do 1 para ser realizada a contagem.
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Figura 27 - Contagem de Unidade Formadora de Colonias (UFC) na Camara de Neubaeur

Fonte: Elaborada pela autora

O processo de contagem foi feito da seguinte forma:

e Caso de contagem nos 4 quadrantes:

ne contado x 10™ x 104

X = " UFC/mL

e Caso de contagem no quadrante central:

X = n2contado x 10™ x 10* UFC/ mL

Sendo: n = nimero de dilui¢do; 10 o fator da cAmara de Neubauer.

Para realizagdo dos experimentos, foi utilizada a placa de 96 pogos. A concentragdo da
suspensio de conidios é padronizada a 10°e 107 conidios por pogo, sendo que o volume (X) foi
preparado conforme o nimero de amostras a serem testadas em cada ocasido. Para os

experimentos foi utilizada a diluigao 0.

100 pL -10%- 107
conidios por

po¢o
/_\

Figura 28 - Esquema de preparo da placa de 96 pogos para os experimentos.

Fonte: Elaborada pela autora

5.2.3 ANFOTERICINA B
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A partir das amostras preparadas, conforme descrito em 2.2.2 foram feitos testes com
AMB na concentra¢do de 125 pg/mL e tempo de incubagdo de 1 hora. Para isso, foram
adicionados 100 uL de AMB por pogo e 100 pL. da suspensdo fungica, totalizando 200 uL por

pocgo, de suspensdo de conidios e AMB.

100 pL de

AMB por poq.o/

Figura 29 - Esquema de incubagédo de 100 uL de AMB por pogo

Fonte: Elaborada pela autora

Ap0s o tratamento das amostras, todas as amostras foram diluidas até a diluicdo 4 e
semeadas em duplicata pelo método da gota, que consiste em gotas de 10 uL em placas de Petri
com meio de cultura PDA suplementado com 0,15g/L de acido deoxicolico. As placas foram
incubadas em estufa a 37 °C por 14 horas para a realizacdo da contagem das unidades

formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL).

Figura 30 - Plaqueamento pelo método da gota, das dilui¢des 0 até 4.

Fonte: Elaborada pela autora
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5.2.4 FOTOSSENSIBILIZADOR

As amostras preparadas, conforme descrito em 2.2.2, foram incubadas com o FS. Para
este estudo, também foi selecionado o Photodithazine® (PDZ — Moscou, Russia), sendo
testadas duas concentragdes e 3 tempos de incubagdo, descritos na tabela X. Assim, foram

adicionados 100 uL do fotossensibilizador PDZ em 100 pL de amostra, totalizando 200 pL por

pogo.

100 pL de

PDZ por pOQO/'

Figura 31 - Esquema de incubagdo de 100 uL de FS por pogo

Fonte: Elaborada pela autora
5.2.5 FONTE DE LUZ
Foi utilizado um dispositivo de luz LED centrado a 660 nm para realizar IFD, com poténcia

de 50 mW/cm? e foi entregue uma fluéncia de 100 J/cm?2. Foi utilizado o mesmo dispositivo

usado para a inativagdo em hifas.

5.2.6 INATIVACAO FOTODINAMICA

Para avaliar a acdo fotodindmica em conidios, foram variadas as concentracdes de FS e

tempos de incubacdo. Os pardmetros usados estdo na tabela 1.
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Tabela 5 - Pardmetros de IFD para suspensdo de conidios utilizando PDZ

Protocolo [PDZ] (ug/mL) Tempo de incubagio Iluminacio (J/cm?)

Controle 0 0 0
Controle luz 0 2h 100
Controle FS 250 2h 100

1 25 30 min, 1h e 2h 100
2 62,5 30 min, 1h e 2h 100
3 125 30 min, 1h e 2h 100
4 250 30 min, 1h e 2h 100

Fonte: Elaborada pela autora

Apo6s o tratamento das amostras, todas as amostras foram diluidas até a diluicdo 4 e
semeadas em duplicata pelo método da gota, que consiste em gotas de 10 uL em placas de Petri
com meio de cultura PDA suplementado com 0,15g/L de acido deoxicolico. As placas foram
incubadas em estufa a 37°C por 14 horas para a realizagdo da contagem das unidades

formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL).

5.3 RESULTADOS

Na fase de conidios do R. oryzae uma forma encontrada para avaliar o crescimento desse
fungo foi através do uso do meio de cultura de PDA com &acido deoxicolico, que inibe o
crescimento das hifas, e permite a contagem da unidade formadora de colonias, comparando a
contagem das amostras tratadas e controle. A fase de conidios ¢ a fase do ciclo de vida que
ocorre a contaminagdo humana, por isso se faz necessario observar a resposta fotodindmica na
forma infectante. Foi realizada analise estatistica utilizando ANOVA seguida de Tukey (o =

0,05), para comparar o controle com as amostras tratadas.

5.3.1 INATIVACAO
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A figura 32 apresenta a redug¢do do crescimento in vitro de R. oryzae, na fase de

conidios, 14 horas apds serem submetidos a diferentes protocolos de Terapia Fotodindmica

utilizando Photodithazine® como fotossensibilizador, grupos controle, controle luz e

Anfotericina B, entregando uma fluéncia de 100 J/cm?.
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Figura 32 - Taxas de reducdo de crescimento obtidas para amostras de suspensdo de conidios de
R.oryzae, submetidos a diferentes tempos de incubagdo com o fotossensibilizador PDZ na
concentracdo de em A) 25 pg/mL, em B) 62,5 pg/mL, em C) 125 pg/mL e em D) 250

pg/mL.

Fonte: Elaborada pela autora
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Primeiramente foi realizado o teste com o antifingico AMB, e notou-se que houve uma
reducdo de 0,6 log do crescimento do conidio. Para o controle luz, houve uma redugao de 0,5
log. Para o controle FS, em todas as concentra¢des de PDZ utilizada a redu¢@o ndo foi maior
que 0,5 log. Indicando que ndo houve morte significativa tanto para o controle luz, controle FS,
quanto para o ensaio com AMB.

Observando a figura 32-A) para o protocolo de 25 ug/mL de concentracdo de PDZ,
nota-se que com 1 hora de incubagdo de PDZ obtivemos uma melhor resposta fotodinamica,
com uma redugdo de 1,5 logio do crescimento do fungo. Nesse protocolo ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos controle, controle luz e controle FS. Houve diferenga estatistica entre
os grupos controle e AMB (p =0, 04), controle e 30 minutos de incubagdo (p = 0,002), controle
e 1 hora de incubagdo (p = 0,001) e controle e 2 horas de incubagao (p = 0,003).

Para o protocolo de 62,5 ng/mL de concentracdo de PDZ, como representado na figura
32-B) a melhor resposta foi observada com 1 hora de incubaciao de PDZ obtendo uma redugao
de 1,1 logio do crescimento do fungo. Nesse protocolo ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos controle, controle luz, controle FS, AMB e os grupos TFDa, porém mesmo ndo havendo
diferenga estatistica entre esses grupos, houve diferengca numérica entre o grupo controle € os
grupos TFDa.

A partir da figura 32-C) para o protocolo de 125 pg/mL de concentragdo de PDZ,
podemos notar que com 2 horas de incubagdo de PDZ houve reducdo de 1,7 logio do
crescimento do fungo. Nesse protocolo houve diferenga estatistica entre todos os grupos
comparado ao controle: luz (p = 0,0004), FS (p = 0,002), AMB (p = 0,00008), 30 minutos de
incubagdo (p = 0,000001), 1 hora de incubagdo (p = 0,000004) e 2 horas de incubagdo (p =
0,0000003).

Por fim, observando a figura 32-D) para o protocolo de 250 pg/mL de concentracio de
PDZ a melhor resposta foi com 30 minutos de incubacdo de PDZ houve reducdo de 1,4 logio
do crescimento do fungo. Nesse protocolo ndo houve diferenga estatistica entre os grupos
controle, controle luz e controle FS. Houve diferenca estatistica entre os grupos controle e AMB
(p =0, 02), controle e 30 minutos de incubagdo (p = 0,001), controle e 1 hora de incubagao (p
=0,001) e controle e 2 horas de incubagao (p = 0,002).

5.4 DISCUSSAO

Ap0s os resultados positivos em hifas de R. oryzae, demos continuidade aos nos nossos

ensaios agora em conidios, que sdo a forma de contaminacdo do patdgeno.
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Analisando nossos resultados, vimos uma resposta fotodindmica semelhante para as
quatro concentragdes utilizadas de PDZ, sendo a melhor reducao de 1,7 log do crescimento do
R. oryzae com 2 horas de incuba¢do do PDZ no protocolo de concentragdo de 25 pg/mL do
fotossensibilizador. Notou-se que em todos os protocolos de TFD de conidios de R. oryzae
houve uma significativa redu¢do do microrganismo.

Ha um unico trabalho na literatura de TFD contra conidios de R. oryzae, nos estudos de
Lui et al (71), do ano de 2019, foi utilizado com FS o azul de metileno em suspensdo de
conidios. Foram testadas as concentragdes de FS de 8 pg/mL, 16 pg/mL e 32 pg/mL e tempo
de incubagdo de 2 horas € iluminagio de 12 J/cm? — 100 mW/cm?, conseguindo uma redugio
de 1,1 logio, 2,2 logio € 4,3 logio no crescimento, respectivamente para cada concentracao de
FS. Em nossos ensaios utilizando outro FS, que foi o PDZ, observamos uma resposta um pouco
inferior, nosso melhor protocolo foi utilizando a concentracao de PDZ de 125 pg/mL, em que
observamos uma redug¢do de 1,7 logio do crescimento da suspensao de conidios do R. oryzae.
No estudo de Lui et al., foi utilizado o dobro da irradiancia (100 mW/cm?) quando comparado
aos nossos protocolos, esse fator pode ter contribuido para o aumento da resposta fotodinamica
visto nesse ensaio.

Nos estudos de Gonzales et al. (70), do ano de 2009, foram realizados ensaios de TFD
em suspensdo de conidios de Metarhizium anisopliae e Aspergillus nidulans, utilizando os
fotossensibilizadores Azul de Metileno e Azul de Toluidina, nesse estudo foi observado que
com o aumentou das concentra¢des de FS, houve um aumento na eficiéncia da TFD até uma
concentragdo 6tima, depois ocorreu uma reducdo abrupta na eficiéncia do processo a partir de
entdo. Esse tipo de redugdo, pode ser atribuido principalmente ao bloqueio da luz causado pelo
excesso de FS. Foi notado algo semelhante em nosso estudo, em que houve uma redugao
maxima na concentracao de 125 pg/mL de PDZ, porém em uma concentragdo maior de 250
pg/mL a redugdo foi inferior.

Nos estudos de Sierra-Garcia et al. (73), do ano de 2022, foram realizados ensaios de
TFD em suspensdo de conidios de Fusarium oxysporum utilizando pela acdo de derivados
cationicos de clorina, com concentragdes de 5, 15, 25 e 100 uM e dose total de luz de 45, 90,
135 e 180 J/cm?. Com a agdo do tiopiridinio clorina foi observada inativagdo completa nas
condi¢des 15 uM de concentragdo de FS, e fluéncia de 45 J/cm?. No caso da metoxipiridinio
clorina, foi necessaria uma concentragdo maior de FS de 100 uM e fluéncia de 90 J/cm? para

ocorrer a inativagdo completa.
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CAPITULO 6 — CONSIDERACOES FINAIS
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CAPITULO 6 - CONSIDERACOES FINAIS

Conforme observado nas imagens de Microscopia Confocal, o fungo R. oryzae
apresenta hifas cilindricas e alongadas, com um didmetro médio de 10-15 um, esporangios com
um didmetro médio variando entre 50-70 pum, observou-se também a presenga de esporos com
didmetro entre 10-20 um. As hifas apresentam uma parede celular relativamente espessa, com
cerca de 1,5 um. Pelas imagens de Microscopia Eletronica de Transmissdo pudemos observar
a parede celular espessa e uma grande quantidade de ultraestruturas celulares, vacutolos,
melanossomas ¢ membranas celulares. Todos esses fatores implicam na complexidade do
patogeno, dificultando a internalizacdo do fotossensibilizador e consequente a resposta
fotodinamica.

No estudo in vitro nas hifas de R. oryzae podemos observar que o uso somente do
Photodithazine ndo apresentou uma resposta fotodinamica eficaz, fato provavelmente
relacionado a hidrofobicidade do fungo. Por isso, foi-se necessario adicionar um surfactante
para melhorar a internalizagdo do FS. Os protocolos com o uso do PDZ e SDS 0,01%
apresentaram uma breve melhora na resposta na fase clara, porém na fase escura a resposta nao
foi eficaz, indicando que essa concentracdo de 0,01% de SDS ainda ndo foi suficiente para
melhorar a internalizacdo. Com o protocolo de PDZ e SDS 0,05% obtivemos uma 6tima
resposta fotodinamica, com uma inibi¢do do crescimento, na fase clara, de 94% com 1 sessao
de TFD e 98% de inibi¢do no protocolo de 2 sessdes. Na fase escura foi observado uma inibi¢ao
de 72% com o protocolo de 1 sessdo e para 2 sessdes uma inibi¢ao de 65%.

O Photodithazine apresentou uma distribui¢ao heterogénea em algumas regides de hifa
e homogénea em outras, na fase clara de crescimento, podendo reduzir a efetividade da TFD.
Na fase escura o PDZ se distribuiu de forma bem heterogénea nas hifas. Implicando em uma
resposta fotodinamica nao tao eficaz. Os danos apoés TFD foram observados na Microscopia
Confocal, e foi possivel notar danos na morfologia das hifas, observou-se também que houve a
ruptura de algumas hifas e extravasamento e deposi¢do de material amorfo. Como o tratamento
ndo foi capaz de inativar todas as hifas, o patégeno foi capaz de retomar o crescimento apos 48
horas.

No estudo in vitro nos conidios de R. oryzae, que sdo a forma de contaminacdo do
patdgeno, observamos que houve uma significativa redu¢cdo do microrganismo, com uma

reducdo 1,7 logiono crescimento, representando 26% de uma taxa de morte do microrganismo.
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Os protocolos testados nas diferentes fases do crescimento do R. oryzae apresentaram
somente uma resposta parcial, sendo que na fase clara os valores mais altos de inibigdo do
crescimento foram obtidos. Os resultados apresentados demonstram o potencial do uso da TFDa
para o controle do crescimento do R. oryzae, no entanto a otimiza¢do do protocolo e possivel

associacdo com outros tratamentos antimicrobianos devera ser investigados.
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