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RESUMO

O aparecimento de uma grande variedade de micro-
organismos patogénicos resistentes aos antimicrobianos
tem resultado tanto no aumento do indice de doencas
quanto no aumento do indice de mortalidade, ambos
provocados por infec¢des facilmente tratadas no
passado. Assim, tornou-se urgente a necessidade de
desenvolver novos procedimentos de intervencio
a fim de promover a inviabilizacdo do crescimento
microbiano. A Inativacio Fotodinimica de micro-
organismos é uma alternativa promissora no combate
de infeccdes localizadas de micro-organismos.
Basicamente esse mecanismo envolve a combinac¢ao
sinérgica de um fotossensibilizador, oxigénio molecular
e luz visivel de comprimento de onda adequado para
produzir espécies reativas de oxigénio, que causam
oxidacio dos componentes da célula levando-a a morte.
A principal vantagem dessa técnica é o fato de nio
haver desenvolvimento de resisténcia ao tratamento
pelos micro-organismos, devido ao grande nimero
de alvos possiveis por parte dos radicais de oxigénio.
Este trabalho faz uma comparac¢do entre inativacio
fotodinAmica de micro-organismos e a acdo dos
antimicrobianos.

Palavras-chave: Fotoquimioterapia. Resisténcia
Microbiana a Medicamentos. Infec¢des Fungicas e
Bacterianas.

INTRODUCAO

Os antibidticos tém sido usados no tratamento
de doengas infecciosas desde 1940, quando um grupo
de cientistas na Universidade de Oxford obteve sucesso
com o primeiro teste clinico da penicilina. Entretanto, nas
ultimas décadas, devido ao seu uso abusivo e inapropriado,
a resisténcia dos micro-organismos aos antimicrobianos ¢
considerada como um dos maiores problemas da atualidade
(Almeida et al., 2006; Benvindo et al., 2008; Dunbar
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et al., 2008). Isso porque tal fato tem provocado sérios
problemas de saude publica, especialmente nos paises
em desenvolvimento, onde as infec¢des microbianas sdo
a causa de morte de cerca de 45% de toda a populagdo.
(Wannmacher, 2004; Azevedo, 2005; Lerma et al., 2010).
Segundo Jori et al. (2006), a resisténcia microbiana pode
ser atribuida ainda a varios fatores como: prescri¢cao
inapropriada ou excessiva de antimicrobianos, adi¢ao
generalizada de antibidticos as ragdes administradas aos
animais, alta taxa de transmissdo de micro-organismos
pelo aumento das viagens globalizadas, crescimento da
pobreza nos paises do terceiro mundo e ampla variedade de
mecanismos de adaptacdo das células microbianas.

Diante disso, estudos demonstraram que a
diminui¢do da eficacia dos antimicrobianos em certos
micro-organismos, ndo somente prejudica o paciente em
tratamento, mas todo o ambiente em que ele esta inserido,
repercutindo em infec¢des hospitalares, por exemplo.
(Levy, 2005; Livermore, 2005; Martinez, 2009). Portanto,
tornou-se imprescindivel desenvolver novas modalidades
terapéuticas para o tratamento de pacientes infectados,
antes que este problema fique completamente fora de
controle.

A Terapia Fotodinamica (TFD) ¢ uma modalidade
relativamente nova para o tratamento de cancer ¢ vem se
destacando em relacdo as terapias tradicionais (cirurgia,
quimioterapia ¢ radioterapia), pois diferentemente dessas
terapias ndo apresenta graves efeitos colaterais e nem possui
eficiéncia limitada (Simplicio et al., 2002). A TFD visa
a destruicdo localizada do tecido vivo, com crescimento
anormal, mediante sua necrose ou inviabilizagao (Machado,
2000). Portanto, outras moléstias tais como infecc¢des
bacterianas, fingicas e virais, que tém como caracteristica
comum multiplicagdo desordenada de células, podem
ser tratadas pela TFD, chamada nesse caso de inativagdo
fotodindmica de micro-organismos (Smetana et al., 1994;
Washburn et al., 2001; Teichert et al., 2002; Hamblin &
Hasan, 2004; Zupan et al., 2008; Prates et al., 2009; Dai et
al., 2009).

A fotoinativagdo microbiana pode ser uma
alternativa para reduzir o uso abusivo de antimicrobianos
e, como consequéncia, diminuiria o desenvolvimento da
resisténcia microbiana. Essa técnica se baseia no emprego
de um fotossensibilizador ndo téxico combinado com
irradiag@o em baixas doses de luz visivel de comprimento
de onda adequado. Na presenca de oxigénio encontrado
nas células, o fotossensibilizador ativado pode reagir



Fotoinativa¢do versus antimicrobianos

com moléculas vizinhas por transferéncia de elétrons ou
hidrogénio, levando a produgdo de radicais livres (reagdo
do tipo I) ou por transferéncia de energia ao oxigénio
(reagdo do tipo II), induzindo a producdo do oxigénio
singlete (Perussi, 2007). Ambos os caminhos podem causar
a oxidagdo de diversos componentes celulares tendo como
conseqiiéncia a morte celular (Garcez et al., 2008). A
principal vantagem dessa técnica ¢ que devido a existéncia
de multiplos alvos, ¢ improvavel o desenvolvimento de
resisténcia ao tratamento. A proposta desse artigo ¢ destacar
as caracteristicas da inativacdo fotodindmica e compara-las
a acdo dos antimicrobianos.

ANTIMICROBIANOS

Desde a descoberta das sulfonamidas e da
penicilina, entre os anos 1920 e 1930, houve um aumento
no desenvolvimento e no uso de novos antimicrobianos em
todo o mundo. Embora os antimicrobianos tenham salvado
milhdes de vidas, a sua utilizagdo generalizada e, muitas
vezes indiscriminada, resultou na geracdo de seu proprio
conjunto de problemas como: 1) aumento da morbidade
¢ mortalidade, ou seja, ocorreu um elevado indice de
mortalidade da populag@o mundial relacionada as infec¢des
causadas por micro-organismos multirresistentes; 2) elevada
toxicidade da droga, pois para que um antimicrobiano seja
efetivo ¢ necessario que possua toxicidade seletiva, ou
seja, a droga deve exibir inativagdo dos micro-organismos,
sem afetar as células do hospedeiro; 3) longos periodos de
internagdo de pacientes com infecgdes e o aumento nos
custos hospitalares e da satide publica (Herrmann & Gaudet,
2009; Hoiby et al., 2010). Muitos autores relacionam esses
problemas ao surgimento e disseminag¢ao da resisténcia dos
fungos e das bactérias aos antimicrobianos (Cunha, 1998;
Levy, 2005; Alanis, 2005; Dohmen, 2008; Takesue et al.,
2010).

A resisténcia microbiana refere-se aos micro-
organismos resistentes a uma ou mais classes de
antimicrobianos. Sob a perspectiva laboratorial, entende-
se como o crescimento de um micro-organismo in vitro na
presenca de concentragdes séricas de antimicrobianos ou
quando se mostram resistentes a duas ou mais classes de
drogas, que interferiam em suas fungdes de crescimento e
as quais seriam habitualmente sensiveis (Guillemot, 1999;
Martins et al., 2001; Azevedo, 2005).

O desenvolvimento de resisténcia ¢ um fendmeno
biologico natural que se seguiu a introdugdo de agentes
antimicrobianos na pratica clinica. Uma das primeiras
descrigdes do aparecimento da resisténcia microbiana
ocorreu logo apdés o uso difundido da penicilina,
antibidtico descoberto em 1929 por Alexander Fleming,
que observou a inibicao de estafilococos em uma placa de
agar contaminado pelo fungo Penicillium. Em meados dos
anos de 1950, encontraram-se os primeiros registros de
surtos por Staphylococcus aureus resistentes a penicilina
em ambiente hospitalar, fato consolidado quando na
década de 1960 surgiu o primeiro caso de resisténcia as
recém descobertas penicilinas beta-lactdmicas, como a
meticilina, reconhecendo-se, entdo, no final da década de
1970, as cepas de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA
do inglés, methicillin-resistant S. aureus) como uma
pandemia (Alanis, 2005, Socha et al., 2009). Hoje, mais
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de 95% dos isolados de S. aureus de todo o mundo sdo
resistentes a diversos antibioticos tais como a penicilina,
ampicilina, meticilina e até mesmo a vancomicina (VRSA,
do inglés, vancomycin-resistant S. aureus), antibiotico
de ultima geracdo, descoberto em 1956, utilizado em
infec¢des causadas por bactérias Gram-positivas (Dohmen,
2008; Shien Lo & Borchardt, 2009; Thurman et al., 2010;
Giacobbe et al., 2011).

Com o passar do tempo, o uso intensivo dos
antimicrobianos provocou o aparecimento de outros micro-
organismos resistentes, pois 0s micro-organismos, em
especial as bactérias, tém a capacidade de transmitir genes
entre populagdes de uma mesma espécie ou até de espécies
diferentes (Chang et al., 2003; Dohmen, 2008; Aslani et al.,
2011). A resisténcia hereditaria as drogas ¢ frequentemente
carregada pelos plasmideos (moléculas circulares duplas
de DNA capazes de se reproduzir independentemente do
DNA cromossdmico), ou por pequenos segmentos de DNA
denominados transposons, que podem se transpor de uma
regido do DNA para outra. Portanto, alguns plasmideos,
incluindo aqueles denominados fatores de resisténcia (R),
podem ser transferidos entre células microbianas em uma
populacdo e entre populacdes microbianas diferentes, mas
estreitamente relacionadas. Os fatores R frequentemente
contém genes para resisténcia a muitos antimicrobianos
(Tortora et al., 2010; Aslani et al., 2011). Este fato passou
a ser preocupante, ndo somente para os profissionais
relacionados a area de satde, mas também para os 6rgaos
publicos e para a sociedade.

Diante dessa situagdo, muitos estudos estdo em
desenvolvimento no sentido de se conhecer os diversos
micro-organismos resistentes aos antimicrobianos, bem
como entender os seus mecanismos de resisténcia. Alguns
dos exemplos de micro-organismos resistentes mais
comumente encontrados sdo: 1) bactérias Gram-positivas,
como os enterococos, resistentes a vancomicina (VRE,
do inglés, vancomycin-resistant enterecocos) ¢ estirpes
multirresistentes de pneumococos; 2) bactérias Gram-
negativas, como as produtoras de enzimas, que promovem
a transferéncia de grupamentos quimicos conhecidos como
beta-lactamases, os quais clivam anéis beta-lactamicos de
penicilinas e cefalosporinas além de multirresistentes como o
meningococos com susceptibilidade diminuida a penicilina;
3) Candida albicans, Shigella spp., Salmonella spp.,
Vibrio cholerae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa, alguns
destes associados ao uso de antimicrobianos empregados
na criagdo de animais para consumo humano nos anos 1980
e 1990 (Takesue et al., 2010; Patel & Saiman, 2010).

Varios sdo os mecanismos propostos com relagdo
a resisténcia microbiana, podendo-se destacar entre
eles: a inativacdo do antimicrobiano pela destruicdo ou
modificagdo do mesmo; a alteracdo do local de acdo do
antimicrobiano; a diminui¢do da concentragdo intracelular
do antimicrobiano por impermeabilizagdo da membrana
celular ou devido as bombas de efluxo presentes nos micro-
organismos (Figura 1) (Levy, 2005; Dohmen, 2008; Calvo
& Martinez, 2009; Kohanski et al., 2010).

Embora a comunidade cientifica conhega bastante
a respeito dos micro-organismos resistentes, a descoberta
de novos antimicrobianos tem atingido sucesso limitado,
pois desde 1970 ndo ha o desenvolvimento de nenhuma
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nova classe de antimicrobianos que combata as doengas
infecciosas. Atualmente o desenvolvimento de qualquer
novo antimicrobiano tem sido acompanhado pelo
aparecimento da resisténcia de uma ou mais espécie
microbiana (Tao et al., 2010; Candelas et al., 2011).

Bomba de efluxo .[v @
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Enzimas - degradam
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9 Antibisticos

Enzimas- modificam
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Figura 1: Mecanismo de resisténcia bacteriana aos antibidticos
(Todar, 2011).

Estudos recentes apontam que a descoberta de
novas drogas levara mais de uma década para alcangar a
possibilidade de uso clinico (Hulscher etal., 2010; Kohanski
et al., 2010; Candelas et al., 2011). Como resultado, hoje
existe um grande nimero de pacientes com infecgdes para
as quais ndo existem tratamentos eficazes e quando existem
restringem-se a um determinado nimero de pessoas devido
ao alto custo da droga (Hulscher et al., 2010; Herrmann,
2010). O desenvolvimento de novos antibidticos deve ser
continuado, entretanto, a experiéncia das décadas passadas
tem mostrado que novos antibidticos podem ser efetivos
somente por um periodo de tempo restrito. Resisténcia sera
desenvolvida cedo ou tarde para cada nova droga. Isso torna
dificil tanto o controle quanto o tratamento das infecgdes,
desse modo, eleva-se a necessidade de estratégias eficazes
para o seu controle e prevencao.

TERAPIA FOTODINAMICA
Breve historico

Ha cerca de 4.000 anos os egipcios ja associavam
a luz solar e plantas que continham psoralenos (furo[3,2-
g]-coumarina ou acido 6-hidroxi-5-benzofurano-lactona)
no tratamento de doengas como o vitiligo (Simplicio et al.,
2002). Entretanto, Raab (1900) observou que a exposi¢ido
ao corante acridina e a luz podia ser letal ao Paramecium
caudatum, protozoario causador da malaria. Ele postulou
que este efeito era causado pela transferéncia de energia
da luz para a substancia quimica, similar ao que ocorre nas
plantas pela absor¢do da luz pela clorofila. A utilizacao
da luz ou corante isoladamente ndo apresentava qualquer

Rev Ciénc Farm Bésica Apl., 2012;33(3):331-340

efeito aparente sobre os paramécios, mas juntos eram
altamente citotoxicos (Imparato, 2005; Brovko, 2010).

Apods essa descoberta, Tappenier e Jesionek
realizaram estudos visando a aplicacdo do efeito
fotodindmico no tratamento de tumores humanos
utilizando a eosina como fotossensibilizador (Machado,
2000; Simplicio et al., 2002; Ferro et al., 2007). Embora
os resultados tenham sido positivos, esse trabalho ndo teve
continuidade.

Posteriormente, na década de 60, apds estudos
obtidos a respeito do acimulo preferencial de corantes em
tumores implantados em ratos terem apresentado resultados
promissores, Lipson e Schwartz realizaram o tratamento
em uma mulher portadora de cancer de mama, utilizando
um derivado de hematoporfirina e irradiacdo seletiva do
tumor. Tal fato marcou o inicio da terapia fotodindmica para
o tratamento clinico do cancer (Machado, 2000; Simplicio
et al., 2002; Prates, 2005). A partir de entdo, os estudos
progrediram e a metodologia empregada foi aprovada para
tratamento de alguns tipos de cancer inicialmente pelo FDA
dos Estados Unidos, seguido por diversos paises em todos
os continentes (Prates, 2005; Ferro et al., 2007; Ryskova et
al., 2010; Mang et al., 2010).

Apesar destas descobertas, o potencial da
fotoinativagdo contra doengas de origem microbiana ndo
foi explorado por varias décadas devido principalmente a
descoberta dos antibioticos, que fez com que os cientistas
acreditassem que as doencas de origem bacteriana
pudessem ser gradualmente reduzidas (Jori et al., 2006).
Em contrapartida, houve o rapido aumento da resisténcia
dos micro-organismos aos antimicrobianos, divergindo das
expectativas da comunidade cientifica.

Atualmente, acredita-se no uso da inativagdo
fotodindmica como uma op¢ao no tratamento de infec¢des
microbianas locais. Tal fato possibilita a diminuicdo do
uso de antimicrobianos para esses tipos de infecgodes e,
além disso, resguarda a utilizagdo desses para infec¢des
generalizadas (ou septicemia), atenuando o aparecimento
de novos micro-organismos resistentes (Jori et al., 2006;
Ferro et al., 2007; Dai et al., 2009; Ryskova et al., 2010;
Mang et al., 2010).

ASPECTOS GERAIS

A aplicacdo da terapia fotodindmica na inativagdo
de micro-organismos pode ser considerada uma nova
abordagem para a eliminagdo de patdogenos em infecgdes
localizadas (Hamblin & Hasan, 2004; Dai et al., 2009).
Essa técnica, assim como a TFD aplicada em células
tumorais, utiliza fotossensibilizadores e luz para promover
uma resposta fototdxica, normalmente oxidativa, capaz de
danificar biomoléculas e estruturas celulares, provocando
a morte dos micro-organismos. Assim sendo, a inativagao
fotodindmica de micro-organismos baseia-se no principio
de que, se um micro-organismo demonstra seletividade por
um fotossensibilizador, € possivel destrui-lo expondo-o a
luz apds aplicacdo do mesmo (Dai et al., 2009; Ryskova et
al., 2010).

Os fotossensibilizadores sdo compostos atoxicos
ou pouco toxicos, inativos em seu estado fundamental,
que absorvem luz na regido do visivel (Jori et al., 2006).
Quando o fotossensibilizador ¢ exposto a radiagdo com
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comprimentos de onda apropriados, sua molécula ¢
excitada levando a uma série de transferéncias moleculares
de energia que geram espécies reativas de oxigénio, como
o oxigénio singlete, o anion superoxido e o anion radical
hidroxila, todos extremamente reativos e citotdxicos
(Ragas, 2010). Varias sdo as caracteristicas ideais para
potencializar a agdo dessas substdncias, entre elas: (1)
auséncia de toxicidade no escuro; (2) estabilidade cinética
e termodinamica; (3) especificidade pela célula-alvo; (4)
rapida eliminagao pelas células ndo-alvo; (5) curto intervalo
de tempo entre a sua administracdo e a maxima absor¢ao
pelas células-alvo; (6) sintese rapida e barata com alto
rendimento; (7) alta capacidade de producdo de oxigénio
singlete e (8) auséncia de mutagenicidade (Calzavara et al.,
2005; Perussi, 2007).

No que diz respeito a fonte de luz, coerente e nao-
coerente, utilizada nesse processo de fotossensibilizagdo,
ha uma ampla variedade que pode ser utilizada como, por
exemplo: os lasers, os diodos emissores de luz, assim como
as lampadas incandescentes e fluorescentes (Brancaleon
& Moseley, 2002; Perussi & Imasato, 2008). O aspecto
prioritario para escolha dessa fonte de luz ¢ a sua habilidade
de excitar o fotossensibilizador, provocando um efeito
adverso minimo nas células nao-alvos (Wainwright, 2000).

O tratamento fotodinamico de infecgdes superficiais
e localizadas ¢é considerado simplificado pela acessibilidade
da pele para exposi¢do a luz. A facilidade da técnica
também decorre do fato de que a intensidade de radiagdo,
as doses de luz e o tempo de irradiagdo necessarios para
elimina¢do do micro-organismo, além de ndo provocarem
efeito térmico significativo, podem ser facilmente obtidos
por fonte de luz de baixo custo (luz ndo-coerente) que
requer tecnologia simples ¢ medidas minimas de protecao
para o operador e paciente (Jori et al., 2006).

Estudos demonstram que os danos fotodindmicos
nos micro-organismos, de uma maneira geral, ndo
diferem muito dos danos observados nas células de
eucariotos superiores. Como ja mencionado, ha dois tipos
de fotoprocessos conhecidos como Tipo I e Tipo II. As
reacdes do Tipo I geram radicais hidroxila que reagem
com biomoléculas ou combinam-se, originando peroxido
de hidrogénio in situ com efeitos citotoxicos. Tipicamente,
as reacdes do Tipo I incluem remogdo de hidrogénio de
moléculas insaturadas, como os fosfolipidios presentes
na membrana. A peroxidagao de lipidios afeta a estrutura
e o funcionamento da membrana celular, diminuindo a
sua fluidez e aumentando sua permeabilidade aos ions.
Tal fato pode também proporcionar a inativagdo de
receptores celulares e de enzimas localizadas na membrana
citoplasmatica (Wainwright, 2000; Cassidy et al., 2009).
O fotoprocesso do Tipo II ¢ geralmente aceito como o
principal mecanismo responsavel pelo dano foto-oxidativo
da célula microbiana. Nesse mecanismo, o efeito citotoxico
do oxigénio singlete é decorrente de sua reagdo rapida e
indiscriminada com todos os tipos de biomoléculas,
provocando oxidagdo de proteinas, acidos nucléicos e
lipidios (Demidova & Hamblin, 2005).

A multiplicidade de sitios-alvo afetados durante a
inativacao fotodindmica faz com que a sele¢ao de linhagens
e/ou espécies tolerantes seja extremamente improvavel, fato
este que constitui uma das principais vantagens da técnica
em relagdo a quimioterapia antimicrobiana convencional
(Komerick & Wilson, 2002).
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Outras vantagens

A terapia fotodinamica apresenta vantagens em
relagdo aos antimicrobianos, podendo-se destacar: largo
espectro de agdo, visto que o fotossensibilizador pode
agir sobre bactérias, fungos, virus e protozoarios; eficacia,
independente das cepas microbianas serem resistentes
a antibidticos; possibilidade do desenvolvimento de
protocolos que conduzam a uma extensa reducdo dos
micro-organismos com dano muito limitado ao tecido
hospedeiro; falta de selecdo de cepas fotoresistentes
apos multiplos tratamentos; baixa probabilidade de
promover mutagenicidade; disponibilidade de formulacdes
que permitam uma pronta e especifica liberagdo do
fotossensibilizador na 4rea infectada e uso de uma
fonte de luz de baixo custo para a ativacdo do agente
fotossensibilizador (Hamblin & Hasan, 2004; Jori et al.,
2006).

Essas vantagens podem ser observadas em
resultados obtidos por alguns autores quando realizaram
fotoinativagdo de micro-organismos in vitro e in Vvivo.
Usacheva et al. (2001) avaliaram a eficacia do azul de
metileno e azul de toluidina como fotossensibilizadores
sobre varios micro-organismos patogénicos (S. aureus,
Streptococcus  pneumoniae,  Enterococcus  faecalis,
Haemophilus influenzae, E. coli e P. aeruginosa). Os
autores utilizaram o laser de argénio no comprimento de
onda de 630 nm e o laser de diodo no comprimento de onda
de 664 nm com doses de 10 a 60 J cm? e as concentragdes
dos corantes de 1 a 200 pmol L. Os resultados indicaram
que todos os micro-organismos foram sensiveis ao laser na
presenca dos corantes, podendo destacar que a completa
fotodestruicdo das bactérias Gram-negativas foi atingida
com concentragdes mais altas dos fotossensibilizadores do
que as utilizadas para as Gram-positivas.

Teichert et al. (2002) realizaram estudo com cepas
de C. albicans resistentes aos antifungicos coletadas de
pacientes HIV-positivos. Estas cepas foram inoculadas
na cavidade bucal de ratos que posteriormente foram
submetidos a aplicacdo topica de 1 mL de azul de metileno
nas concentragdes de 250-500 ug mL"'. Dez minutos apos
a aplicag@o do corante, foi feita a irradiacdo com laser de
diodo em 664 nm e densidade de energia de 275 J cm™?. Os
resultados mostraram que todos os grupos, sem distingdo
da concentra¢do de azul de metileno utilizada, exibiram
reducdo na populagdo de C. albicans apds receberem
ativagdo da luz. A completa eliminagdo dos micro-
organismos foi obtida com as concentra¢des de 450 e 500
pg mL! do corante.

A fotoinativacdo de espécies de Candida (C.albicans
e Candida glabrata) resistentes ao fluconazol também foi
estudada por Dovigo et al. (2011) em suspensdes celulares
empregando o fotossensibilizador Photogem® e irradiacao
com LED em 630nm. As células planctdnicas dessas cepas
foram tratadas com diferentes concentra¢des de Photogem®
(2,5 - 50 mg mL") e doses de luz (10,5; 18,0; 25,5 37.5J
cm?), enquanto que os biofilmes foram tratados com 25 mg
mL! do fotossensibilizador e irradiado com 37,5 J cm™. Os
resultados mostraram que esses fungos na forma organizada
em biofilmes sdo menos suscetiveis a fotoinativagdo
(méximo 0,34 log de reducdo) quando comparados a forma
planctonica (6 log de redugdo).
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Maisch et al. (2005) investigaram diferentes
concentragdes (0 a 100 pmol L) e tempos de incubagio (5
min, 1h e 4h) de fotossensibilizadores a base de porfirina,
(CTP1, XF 70, XF 73) utilizando duas cepas de S. aureus
resistentes a meticilina, uma cepa de S. aureus sensivel
a meticilina, uma cepa de Sthaphylococcus epidermidis
resistente a meticilina, E. coli, queratindcitos humanos e
fibroblastos. A incubagdo por 5 minutos com 0,005 pmol
L' de XF 70 ou XF 73, seguida de iluminagdo, promoveu
99,9% de redugdo no numero de células de todas as
cepas de Staphylococcus, indicando que esses corantes
apresentaram alta efetividade contra as bactérias Gram-
positivas, independentemente das cepas serem resistentes
ou ndao aos antibidticos, sem danos significativos aos
queratinocitos e fibroblastos.

Prates et al. (2009) investigaram a influéncia dos
parametros de irradiacdo na fotoinativacdo dos fungos
C. albicans, Candida krusei ¢ Candida neoformans. Os
autores testaram duas taxas de fluéncia (100 ¢ 300 mW
cm?) durante 3, 6 ¢ 9 minutos empregando um laser de
660 nm e azul de metileno como fotossensibilizador (100
pmol L), Os resultados mostraram até 6 log de redugio
microbiana. Souza et al. (2010), compararam a eficiéncia
da inativagdo fotodindmica em C. albicans utilizando os
fotossensibilizadores azul de metileno, verde de malaquita
e azul de toluidina na concentrag@o 0,1 mg mL" utilizando
laser no comprimento de onda 660 nm e doses entre 15 e 40
J em. Os autores nao encontraram diferencas significativas
entre os fotossensibilizadores, mas puderam concluir que a
fotoinativagdo realizada com os trés fotossensibilizadores
irradiados com laser de baixa poténcia tem efeito fungicida.

Estudos de fotoinativagdo in vivo também tém
sido realizados (Mima et al., 2010) avaliando a eficacia
do Photogem (400-1000 mg L) apds irradiagdo com
LED (305 J cm?) em 455 ou 630 nm quatro dias depois
da inoculagdo com 1x107 células de C. albicans no dorso
da lingua de camundongos. Os autores relataram inibi¢ao
significativa de C. albicans independente do comprimento
de onda e da auséncia de efeitos adversos na mucosa
constatado pelas andlises histologicas da lingua. Dai et al.
(2010) avaliaram o tratamento de infec¢do por S. aureus
resistente a meticilina em feridas de queimadura na pele de
ratos. Apoés aplicar o fotossensibilizador clorina(e6) ligado
covalentemente ao polimero poli-etileno-imina (PEI)
sobre as feridas e irradiar o local com luz vermelha nao-
coerente (360 J cm?) foi observado uma redugéo bacteriana
de 2,7 log, bem como aceleragcdo em cerca de oito dias na
cicatrizagdo da ferida na pele dos ratos.

Atualmente, varios sdo os fotossensibilizadores
empregados em estudos de inativagdo fotodinamica de
micro-organismos como as bactérias e fungos (Figura 2).

Problemas enfrentados

Apesar da eficiente redugdo microbiana por efeito
fotodindmico em diversas espécies microbianas, essa
terapia enfrenta desafios diferentes quando utilizada contra
bactérias Gram-negativas ¢ fungos. De maneira geral, a
literatura mostra que as bactérias Gram-positivas podem
ser eliminadas por varios fotossensibilizadores e por doses
mais baixas de irradia¢do do que bactérias Gram-negativas
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e fungos. Isso se deve a diferencas estruturais nas
membranas celulares destes micro-organismos, € no caso
dos fungos, devido ao seu maior volume.

Em bactérias Gram-positivas, a por¢do externa da
parede celular ¢ relativamente mais porosa, permitindo aos
fotossensibilizadores neutros ou anidnicos a vinculagdo
mais eficiente e a difusdo para locais sensiveis da célula. Em
bactérias Gram-negativas, a estrutura da membrana externa
¢ mais complexa, formando uma barreira fisica e funcional
entre a célula e o ambiente, tornando dificil a penetragdo
do fotossensibilizador (Hamblin & Hasan, 2004; Tang et
al., 2007; Maisch, 2009 ). As leveduras, por outro lado, sdo
mais resistentes a inativagdo fotodinamica, pois possuem
maior tamanho celular do que as bactérias. As espécies de
Candida, por exemplo, sdo 25 a 50 vezes maiores do que as
bactérias, contendo um grande niimero de alvos por célula
para inativa¢do fotodinamica (Figura 3) (Dai et al., 2009).
A presenga de membrana nuclear representa um outro fator
que dificulta a fotoinativacdo dos fungos, pois atua como
uma barreira adicional na interagdo do micro-organismo
com os fotossensibilizadores (Zeina et al., 2001; Dovigo
et al., 2008)

A eficacia da terapia fotodinamica antimicrobiana
para os diferentes micro-organismos depende tanto do
tipo quanto da concentragdo do fotossensibilizador, além
do modo exato de acdo do fotossensibilizador que por
sua vez, ¢ influenciado pelo sitio de ag@o. O sitio de acdo
depende das caracteristicas fisico-quimicas da interagdo
célula-fotossensibilizador. Os parametros importantes do
fotossensibilizador para interacdo incluem: solubilidade
relativa em agua e lipidios, constante de ionizagdo e outros
fatores mais especificos como as caracteristicas de absor¢ao
de luz e a eficiéncia da formagdo do estado excitado triplete
ou da produgdo de oxigénio singlete (Calzavara et al., 2005;
Kussovski et al., 2009, Corona et al., 2009).

A morfologia da célula microbiana apresenta uma
ampla variacdo tanto entre espécies quanto entre linhagens,
o que modula a interagdo dos fotossensibilizadores ex6genos
com os constituintes celulares, afetando os caminhos do
processo de fotoinativacdo (Hamblin & Hasan, 2004; Jori
et al., 2006; Komerik & McRobert, 2006). A interagdo
primaria do fotossensibilizador ocorre geralmente com
a parede celular, a qual envolve grande parte das células
microbianas. A parede celular dos diferentes grupos de
micro-organismos apresenta uma grande variabilidade na
sua complexidade, arquitetura estrutural, permeabilidade
e capacidade de associagdo com moléculas externas
(Kussovski et al., 2009).

A célula fingica possui uma parede composta por
quitina, beta-glucana, glicoproteinas e polissacarideos
soluveis e insoluveis. A disposi¢ao de pigmentos modifica
as caracteristicas dessa parede celular, podendo diminuir
sua porosidade, que ¢ um dos fatores responsaveis pela
sua carga negativa (Jacobson & Ikeda, 2005; Frases et al.,
20006). As cargas negativas da parede celular podem facilitar
a interagdo dos fotossensibilizadores catidnicos com as
mesmas. Um estudo de Mantareva et al. (2007) comparou
duas ftalocianinas, uma cationica ¢ outra anidnica na
inativacao de bactérias Gram-negativas, Gram-positivas e
fungos. Foi observado que as ftalocianinas anidnicas nao
apresentaram resultados promissores, em especial, com
as bactérias Gram-negativas que ndo foram inativadas em
nenhuma dose de luz testada (12-60 J cm™?). Empregando
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a ftalocianina catiénica o resultado foi significativo para a
bactéria Gram-positiva que sofreu inativagdo com 12 J cm-
2, o fungo que sofreu inativagdo somente com 30 J cm?,
entretanto, a bactéria Gram-negativa nao foi completamente
inativada nem com a dose de luz 60 J cm™.

Portanto, a hidrofobicidade e a presenca de cargas
nos fotossensibilizadores levam a diferentes interagcdes com
as organelas dos micro-organismos ¢ o uso de conjugados
como polimixina B e EDTA (do inglés Ethylenediamine
tetraacetic acid) tém aumentado a permeabilidade da
membrana celular dos micro-organismos, em especial de
bactérias Gram-negativas ¢ fungos (Dai et al., 2009).
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Os biofilmes de bactérias ¢ fungos sdo dificeis de
remover mesmo com as praticas rotineiras de desinfecgao de
superficies ou administragdo de medicamentos adequados
ao paciente, fazendo com que esses micro-organismos
sobrevivam (Coleman et al., 2007, Romanova et al.,
2007). Alguns estudos tém demonstrado que a atividade
fotodinamica ¢ capaz de inativar esse tipo de organizacdo
microbiana, entretanto com uma efetividade reduzida, se
comparado a inativacdo das células planctonicas (Donnelly
et al., 2007; Fontana et al., 2009; Dovigo et al., 2011).
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Figura 3: Estrutura da parede celular de trés diferentes classes de micro-organismos patogénicos (Dai et al., 2009).

Perspectivas futuras

A inativacdo fotodindmica microbiana apresenta
grandes perspectivas futuras como: 1) tratamento de
infec¢des localizadas, em especial aquelas que ocorrem
devido a presenca de biofilmes; 2) tratamento de infec¢des
em pacientes imunodeprimidos, ja que eles possuem menor
capacidade de combate aos micro-organismos, visto que
seus mecanismos de defesa sao limitados, tornando-os mais
susceptiveis as infeccdes por micro-organismos presentes
em todo lugar, mas que ndo causam doengas em pessoas
saudaveis; 3) desinfec¢do de fluidos como sangue (Ben-
Hur et al., 1995) e plasma (Mohr et al., 1997), materiais
cirargicos e proteses dentarias (Dovigo, et al., 2008) entre
outros.

Entretanto, para que a inativagdo fotodinadmica
possa ser utilizada no tratamento de infec¢des localizadas,
evitando assim o uso dos antimicrobianos e consequente
desenvolvimento de resisténcia, estudos sdo necessarios
para otimizar a fotoinativagdo de micro-organismos, em
especial das bactérias Gram-negativas e fungos. Além disso,
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essas investigagdes poderdo indicar a escolha adequada do
tipo de fotossensibilizador, que deve ser administrado de
forma topica e local, permanecendo por um curto periodo
de tempo em contato com os tecidos do paciente, a fim de
nao comprometer suas células normais, como as epiteliais,
fibroblastos e queratinocitos.
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ABSTRACT

Photoinactivation versus antimicrobial agents
The appearance of a large variety of antimicrobial-
resistant pathogenic microorganisms has led to

increased rates of disease and mortality caused by
infections that were easily treated in the past. Hence,
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there is an urgent need to develop new procedures to
prevent microbial growth. Photodynamic inactivation
of microorganisms is a promising alternative way to
fight localized microbial infections. This technique,
basically, involves the synergistic combination of a
photosensitizer, molecular oxygen and visible light of
an appropriate wavelength, to produce highly reactive
oxygen species that lead to the oxidation of several cell
components and to cell inactivation. The main advantage
of the technique is that, given the existence of multiple
targets, there is no development of resistance. This
paper aims to compare the photodynamic inactivation
of microorganisms and the action of antibiotics.
Keywords: Photochemotherapy. Microbial Drug Resistence.
Bacterial Infections and Mycoses.
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