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Resumo

O género Fusarium esta entre os agentes patogénicos causadores de onicomicose (OM), e incluido entre os fungos
filamentosos ndo dermatofitos, destacando-se as espécies Fusarium solani e Fusarium oxysporum. Dentre as opgdes
terapéuticas para OM, destaca-se a Terapia FotodinAmica (TFD), que associada a Curcumina (CUR), mostra-se como
uma proposta interessante no contexto antifingico. O objetivo foi padronizar e avaliar a atividade antiflingica da
TFD+CUR sobre isolados clinicos de Fusarium spp. A CUR foi fornecida pelo Nucleo de Pesquisa Fotodinamicos
UEM, as cepas de Fusarium, foram obtidas de amostras do Laboratério de Ensino e Pesquisa em Andlises Clinicas,
aprovado pelo comité de ética (n°2.748.843). Para irradiacdo utilizou-se LED azul (440nm a 460nm), e a CUR foi
utilizada nas concentragdes de 50-0,09umol/L. O inéculo dos isolados foi padronizado na concentragdo 10° UFC/mL.
Apo6s incubacio de 10, 20 e 30 minutos no escuro com CUR, as placas foram irradiadas em doses: 15, 30 e 45 J/cm?. A
acdo antifingica da TFD+CUR foi avaliada qualitativamente e quantitativamente. Analisou-se 0s resultados pelo
programa GraphPad Prism 5.0®, com teste One-Way Analysis of Variance (ANOVA) e Tukey. A melhor combinagéo
antifangica entre tempo de incubacéo e fluéncia da TFD+CUR foi de 10 minutos para pré-irradiacdo e irradiacao de 30
Jicm?. Nessas condic@es foi capaz de inativar 75% dos isolados clinicos testados a partir da concentracéo de 0.78umol/L.
Os resultados deste estudo mostram que a TFD+CUR foi fungicida e promissora, incentivando outras pesquisas na area
da micologia médica.

Palavras-chave: Terapia fotodindmica; Curcumina; Onicomicose.

Abstract

The Fusarium genus is among the pathogens that cause onychomycosis (OM), and is included among the non-
dermatophyte filamentous fungi, with the Fusarium solani and Fusarium oxysporum species standing out. Among the
therapeutic options for OM, Photodynamic Therapy (PDT) stands out, which, associated with Curcumin (CUR), is an
interesting proposal in the antifungal context. The aim was to standardize and evaluate the antifungal activity of
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PDT+CUR on clinical isolates of Fusarium spp. The CUR was supplied by the UEM Photodynamic Research Center,
and the Fusarium strains were obtained from samples from the Clinical Analysis Teaching and Research Laboratory,
approved by the ethics committee (n°2.748.843). Blue LED (440nm to 460nm) was used for irradiation, and CUR was
used at concentrations of 50-0.09umol/L. The inoculum of the isolates was standardized at a concentration of 10°
CFU/mL. After incubation for 10, 20 and 30 minutes in the dark with CUR, the plates were irradiated at doses of 15,
30 and 45 J/cm?. The antifungal action of PDT+CUR was assessed qualitatively and quantitatively. The results were
analyzed using the GraphPad Prism 5.0® software, with One-Way Analysis of Variance (ANOVA) and Tukey's test.
The best antifungal combination of incubation time and fluence of PDT+CUR was 10 minutes for pre-irradiation and
30 Jiem? irradiation. These conditions were able to inactivate 75% of the clinical isolates tested from a concentration of
0.78umol/L. The results of this study show that PDT+CUR was fungicidal and promising, encouraging further research
in the field of medical mycology.

Keywords: Photodynamic therapy; Curcumin; Onychomycosis.

Resumen

El género Fusarium se encuentra entre los patdgenos causantes de onicomicosis (OM), y se incluye entre los hongos
filamentosos no dermatofitos, destacando las especies Fusarium solani y Fusarium oxysporum. Entre las opciones
terapéuticas para la OM destaca la Terapia Fotodinamica (TFD) que, asociada a la Curcumina (CUR), constituye una
interesante propuesta en el contexto antifingico. El objetivo fue estandarizar y evaluar la actividad antiflingica de la
TFD+CUR sobre aislados clinicos de Fusarium spp. EI CUR fue suministrado por el Centro de Investigacién
Fotodinamica de la UEM, vy las cepas de Fusarium se obtuvieron a partir de muestras del Laboratorio de Docencia e
Investigacion en Andlisis Clinicos, aprobadas por el comité ético (n°2.748.843). Para la irradiacion se utiliz6 LED azul
(440nm a 460nm) y CUR a concentraciones de 50-0,09umol/L. El inoculo de los aislados se estandarizd a una
concentracion de 10° UFC/mL. Tras incubar durante 10, 20 y 30 minutos en la oscuridad con CUR, las placas se
irradiaron a dosis de 15, 30 y 45 J/cm?. La accion antiflingica de TFD+CUR se evalud cualitativa y cuantitativamente.
Los resultados se analizaron mediante el programa GraphPad Prism 5.0®, con andlisis de varianza unidireccional
(ANOVA) vy la prueba de Tukey. La mejor combinacion antifingica de tiempo de incubacion y fluencia de TFD+CUR
fue de 10 minutos para la pre-irradiacion y 30 J/cm? de irradiacion. Estas condiciones fueron capaces de inactivar el
75% de los aislados clinicos ensayados a partir de una concentracién de 0,78umol/L. Los resultados de este estudio
demuestran que la TFD+CUR es fungicida y prometedora, lo que anima a seguir investigando en el campo de la
micologia médica.

Palabras clave: Terapia fotodinamica; Curcumina; Onicomicosis.

1. Introducéo

O género Fusarium, pertencente ao filo Ascomycota, ordem Hypocreales, familia Nectacteriaceae, foi descrito pela
primeira vez em 1809 e seu genoma publicado apenas em 2007. Inimeras espécies foram descobertas, dando origem também a
Complexos, que engloba um conjunto de espécies diferenciadas apenas geneticamente, como o ComplexoFusarium solani e
Fusarium oxysporum (Crous et al., 2021). Esses Complexos, pertencente ao género Fusarium, possuem espécies de fungos
filamentosos classificados como ambientais, por estarem presente no solo e matéria organica, alguns também séo capazes de
produzir micotoxinas e fatores de viruléncia, sendo entdo considerados prejudiciais tanto para agricultura, quanto aos animais e
humanos, causando desde infec¢des cutdneas como ceratites, onicomicose e até infeccBes sistémicas, podendo ser fatais em
imunocomprometidos (Cérdova-Alcantara et al., 2019). A frequéncia com que essas espécies vem sendo relatadas em infeccéo
fangica, causada principalmente por espécies desses complexos, indica a importancia que deve ser considerada na pratica clinica
(Thomas et al., 2020).

A onicomicose (OM) pode ser causada principalmente por trés grupos de fungos: dermatéfitos (DM), leveduras (LEV)
e fungos filamentosos ndo dermatéfitos (FFND), que utilizam a queratina da unha como fonte de energia (Galetti et al.,2015)
(Rosa et al., 2017). O género Fusarium spp. € um agente patogénico comum em casos de onicomicose dentre os fungos
filamentosos ndo dermatofitos, tendo como principais agentes etiolégicos as espécies do Complexo F. solani e F. oxysporum
(Conrado et al., 2021). De acordo com a literatura, geralmente a infec¢do por Fusarium spp. em unhas pode levar a distrofia
ungueal tanto em pacientes imunocomprometidos quanto em imunocompetentes (Godoy et al., 2004). A OM, apresenta

incidéncia de até 8% da populacdo mundial, com prevaléncia global estimada de 5,5%. Em uma revisdo feita de casos de
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onicomicose causados pelas espécies do género Fusarium, no periodo de 1997 a 2021, foi observado que as espéciesmais comuns
pertenciam ao complexo Fusarium solani, responsavel por 44,11% dos casos analisados (Uemura et al., 2022).

Os casos de OM causados por FFND eram considerados raros, visto que antigamente eram classificados como
fitopatdgenos exclusivos, mas ao longo dos anos também tem mostrado capacidade de infeccdo em humanos principalmente
pessoas portadoras do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), tabagistas, idosos e obesos (Galimberti et al., 2012) (Gallettiet
al., 2015) (Gupta et al., 2017) (Ghannoum et al., 2000). Os tratamentos convencionais para OM sdo antifingicos utilizadospor
via oral e topica, sendo que esse Ultimo tem acdo localizada, mas devido a baixa permeabilidade tem acdo limitada, por ser um
local pouco vascularizado e altamente queratinizado. Este € um dos motivos que induz a farmacoterapia por via oral, porém tem
baixa biodisponibilidade na unha e apresenta ainda muitos efeitos adversos. Grande parte da populacéo é atingida por infeccGes
fangicas nas unhas e os tratamentos existentes ainda sao limitados, com efeitos sistémicos e considerados lentos. Sendo assim
muitos pacientes desistem durante o tratamento, resultando em mais infeccOes e resisténcia da espécie.

Diante desse contexto, novas terapias antifingicas para os casos de OM sdo cada vez mais almejadas. A Terapia
Fotodinamica (TFD), tem se mostrado uma alternativa terapéutica amplamente estudada para diferentes microrganismos,
incluindo agentes flingicos e também em diferentes tipos de cancer (Yang et al., 2022) (de Paiva et al., 2022) (Gustalik et al.,
2022) Dessa forma, surge o interesse em verificar a susceptibilidade antifingica da TFD mediada por CUR sobre espécies de
Fusarium spp., género que cada vez mais vem se destacando como agente etiolégico da OM (Godoy et al., 2004).

Ela é caracterizada por ser seletiva para a célula alvo, ndo invasiva e geralmente de baixo custo. A atividade é composta pr
trés componentes: fotossensibilizador (FS) ou corante, oxigénio e fonte de luz, com comprimento de onda especifico paracada
FS promovendo reacfes fotoquimicas. Anteriormente a irradiacdo € feito o tempo de incubacdo do fotossensibilizador e o
microrganismo no escuro, nesse tempo ocorre a absor¢do do fotossensibilizador pelas células alvo em que durante a irradiagdo
ocorre a excitagdo do FS no alvo, produzindo espécies reativas de oxigénio (Ribeiro et al., 2022).

Conforme a Figura 1 0 mecanismo inicia pela excitacéo da luz sob o FS que reagem na presenca do oxigénio, ocorrendo
a transferéncia de elétrons do FS, transferindo a energia e gerando radicais livres. Estes por sua vez, interagem com componentes
celulares ocasionando alteracfes da permeabilidade celular, provocando morte por via necrose ou apoptose (Krieger-Liszkay,
2005).
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Figura 1 - Reacéo da Terapia Fotodindmica.

Oxigénio = EROs —*

Reacao fotodinamica

Fotossensiblizador
Ativado txios

A-Microplaca de 96 pogos, B- Luz azul irradiando a placa, C- Pogo da placa com células fingicas, D- efeitos toxicos dentro da célula flngica.
Fonte: Autoria propria.

A Figura 1 elaborada acima representa a TFD, em A uma microplaca de 96 pocos, B sendo irradiada na parte superior
pelo LED que dissipa a luz azul sobre a placa. Em C é ampliado a imagem do pogo dessa placa, a qual contém o fungo e o
fotossensibilizador, que na presenca de oxigénio, ativa o fotossensibilizador e faz com que haja a formacéao de espécies reativas
de oxigénio (EROs), que permeiam essas células flngicas, ocorrendo entdo a reagdo fotodindmica representada em D, gerando
efeitos toxicos e consequentemente a morte dessas células.

O espectro de absorcéo do FS mediante irradiagdo pela fonte de luz é uma das caracteristicas mais importantes a serem
analisadas, mediante a transferéncia de elétrons ocasionado com a fotoativacéo do FS, gerando a reacgdo fotodindmica. Ressalta-
se que cada FS possui um pico de absorcao de luz especifico. E necessério considerar também, a capacidade de penetracio da
luz, visto que a luz tem a capacidade de interacdo com o alvo (Castano et al., 2004). Dessa forma, € de extrema relevancia
considerar as caracteristicas fisicas e quimicas do FS e da fonte de luz como pardmetros para TFD. Consequentemente, para a
escolha do FS deve ser levado em conta a baixa toxicidade, capacidade de seletividade e permeacao, alta estabilidade quimica e
fotoativacdo por comprimento de onda especifica (Perussi, 2007).

No contexto dos FS, a curcumina (CUR) tem se destacado nos Gltimos anos. Trata-se de uma substancia de cor amarelo-
ouro extraida de rizomas de Curcuma longa, conhecida popularmente como acafréo da terra. A curcumina € um pigmento que
compde um dos principios ativos da Curcuma longa, é um poé insolvel na dgua e no éter etilico, mas soltvel no etanol e no
DMSO (dimetilsulfoxido) (Andrade et al., 2013). Ela era utilizada na antiguidade na culinéria e para tratamentos medicinais.
Contudo, na literatura ha relatos da CUR com atividade de forma isolada e também no contexto da TFD, e atualmente é
considerada um FS promissor (Goel et al., 2008).
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A fotoativacdo da CUR ocorre na faixa de coloragdo de luz ultravioleta, no comprimento de onda entre 300 a 500nm.
Esta faixa de comprimento de onda é caracterizada com menor penetracao tecidual, porém com alta energia, sendo ideal para
patologias superficiais como, por exemplo, a OM. Em relagdo a atividade antifungica, a CUR com TFD demonstrou alta eficacia
quando comparado a medicamentos convencionais ja existentes (Martins et al., 2009).

E de grande importancia o estudo com a terapia fotodindmica, que atualmente tem desenvolvido novas formulagdes
com caracteristicas aperfeicoadas, por maior seletividade frente as células e ou tecidos-alvo, para assim permitir uma melhor
efetividade no tratamento. Essa esfera de pesquisa engloba alto desenvolvimento, tanto na pesquisa clinica como no
desenvolvimento de novos agentes fototerapéuticos cada vez mais eficazes e seletivos. Diante disso, faz-se necessario estudos
com o fotossensibilizador CUR para acéo antiflingica no género Fusarium nas espécies mais recorrentes de onicomicose no

Brasil, como F. solani e F. oxysporum.

2. Metodologia
2.1 Delineamento do estudo
Este trabalho trata-se de uma pesquisa experimental (Koche, 2011), com delineamentos in vitro sobre a padronizagéo

da atividade antifingica da Terapia Fotodindmica (TFD) associada & Curcumina (CUR) sobre cepas de Fusarium spp.

2.2 Materiais e Métodos
Fotossensibilizador

A CUR foi fornecida pelo Nucleo de Pesquisa em Sistemas Fotodindmicos (NUPESF) da Universidade Estadual de
Maringd (UEM). Para os ensaios, a CUR foi diluida seriadamente (1:2) em 10 diferentes concentra¢des que variaram de 50 -
0,09 pmol/L.

Fonte de Luz

Foi utilizado um diodo emissor de luz (LED), de cor azul, com poténcia de 17 mW/cm?, desenvolvida pelo Laboratério
de Fisico-Quimica da Universidade Estadual de Maringa, em comprimento de onda entre 440nm a 460nm, com a finalidade de
ativar o fotossensibilizador. As condices de irradiacdo foram padronizadas realizando os ensaios de TFD em doses de 15, 30, e
45 Jlcm?,

Obtencéo dos Microrganismos

As cepas de Fusarium solani e F. oxysporum, foram obtidas a partir de isolados clinicos no campus da Universidade
Estadual de Maringa, aprovado pelo comité de ética (n°2.748.843), coletadas no Laboratério de Ensino e Pesquisa em Analises
Clinicas (LEPAC) e processadas no Laboratério de Micologia Médica. Os isolados clinicos utilizados, foram identificadas por
métodos moleculares com base nos genes ITS e EF (Conrado et al, 2021), como espécies do género Fusarium e agrupadas dentro
dos seus respectivos complexos. As espécies desses isolados no presente estudo foram denominados de: 1SO 1 (Fusarium
oxysporum), ISO 2 (Fusarium keratoplasticum), ISO 3 (Fusarium keratoplasticum), 1SO 4 (Fusarium keratoplasticum), 1SO 5
(Fusarium falciforme), 1SO 6 (Fusarium solani sensu stricto), ISO 7 (Fusarium oxysporum), e I1SO 8 (Fusarium oxysporum. Os
isolados foram cultivados em meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar (SDA). A cepa de referéncia Candida albicans ATCC

90028 foi incluida para garantir o controle de qualidade nos ensaios de susceptibilidade antifungica.
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2.2.1 Padronizacdo da terapia fotodinamica com curcumina para avaliagdo da susceptibilidade antifingica de células
planctdnicas de Fusarium solani e F. oxysporum
Crescimento do microrganismo

As cepas de espécies do Complexo Fusarium solani e F. oxysporum, foram cultivadas em meio de cultura Potato
Dextrose Agar (PDA), incubadas na temperatura de 25°C durante 7 dias. O micélio fungico foi raspado em solucéo salina 0,85%
estéril, posteriormente filtrado com algoddo por meio de uma seringa, para obtencéo apenas de conidios, que posteriormente
foram analisados no microscdpio dptico Nikon eclipse E200. Com a cAmara de Neubauer, o in6culo foi ajustado para concentracdo

1x10° UFC/mL (Unidades Formadoras de Col6nias) de conidios.

Controle Escuro

O controle escuro (CE) foi realizado em uma placa de 96 pogos, a partir da concentracdo de 100 umol/L. Foram feitas
dilui¢bes seriadas 1:2 da CUR em &gua destilada estéril (50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0.78, 0.39, 0.19 e 0.09 umol/L), sendo
adicionado 100 pL de cada diluicdo do FS. Posteriormente, foi adicionado 100 pL do in6culo padrdo e incubado no escuro,
durante 10 minutos a 25°C, sem irradiacdo. Como controle, foi utilizado o controle positivo (C+) contendo o fungo e o
fotossensibilizador na auséncia de luz, sendo 100 pL do inéculo padrdo e 100 pL de agua destilada. Posteriormente, foram
plaqueadas 10uL de cada concentragdo para analisar a concentragdo fungicida minima (CFM). Para andlise quantitativa foi
retirado aliquotas de 20 uL de cada concentracdo, e transferidas em duplicata para placas de PDA, estocadas na temperatura de

25°C por 48h, o resultado foi apresentado em log10 UFC/mL comparado ao C+.

Avaliacéo da padronizacdo TFD+CUR sobre 2 isolados de Fusarium spp.

Para padronizacéo foi utilizado um isolado de cada complexo (ISO 1 e I1SO 2), totalizando duas cepas. Em uma placa
de 96 pogos, foram realizadas dilui¢fes 1:2 da CUR em 4gua destilada estéril nas concentragdes (50-0.09 umol/L), adicionado
100 pL de cada diluigdo do FS, juntamente com 100 pL do inéculo padrdo. Também foi feito um controle claro (CC) contendo
100 pL do indculo e 100 pL de salina para controle do crescimento fingico. E foram testados no tempo de pré-incubagaono escuro
10, 20 ou 30 minutos em 25°C, e irradiadas no LED azul a poténcia 15,20 e 30 J/cm? de fluéncia e 17 mW/cm? em comprimento
de onda entre 440nm a 460nm, a fim de verificar melhor atividade da TFD+CUR. A agdo antiflingica da TFD+CUR foi avaliada

pela CFM representadas ap6s tempo de incubacéo de 48h a 25°C.

Avaliagdo do efeito antifungico da TFD+CUR sobre 8 isolados de Fusarium spp.

A avaliacdo foi realizada ap6s a padronizagdo dos tempos de incubacdo no escuro, e fluéncia da luz aplicada. A
validacéo da atividade da TFD+CUR foi realizada em 8 isolados clinicos descritos nos tépicos acima. As andlises realizadas
foram qualitativas, pela CFM, e quantitativas UFC/mL. Para isso, em uma placa de 96 pogos, foi realizado dilui¢fes 1:2 da CUR
em é&gua destilada estéril nas concentragdes (50-0.09 pumol/L), adicionado 100 ul de cada dilui¢do do FS, juntamente com 100
uL do in6culo padrdo. Também foi utilizado como controle o (CC). A ac¢do antiflngica da TFD+CUR foi avaliada pela contagem
de células fungicas vidveis UFC/mL. Para isso, diluicBes seriadas foram realizadas e aliquotas de 20 uL foram plaqueadas em

duplicata em PDA, e incubadas na temperatura de 25°C por 24-48h, o resultado foi apresentado em log10 UFC/mL.
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Analises Estatisticas

Os resultados foram analisados pelo programa GraphPad Prism 5.0®, com analise estatistica pelo teste One-Way
Analysis of Variance (ANOVA) e teste Tukey, para avaliar a atividade antifingica comparado ao controle (fungo na auséncia da
atividade da TFD+CUR).

3. Resultados e Discusséo
3.1 Padronizacdo da TFD+CUR

As Figuras 2 e 3 demonstram a padronizac¢do da atividade antifingica TFD+CUR, com dois isolados, em trés temposde
pré-incubagdo 10, 20 e 30 minutos e trés doses de irradiacio 15, 30 e 45 J/cm? para cada tempo, em diferentes concentragdes de
CUR. Esses isolados foram denominados ISO 1, espécie pertencente ao Complexo Fusarium oxysporum, representado na Figura

2 e ISO 2 do Complexo Fusarium solani, representado na Figura 3.

Figura 2 - Padronizagdo da atividade da terapia fotodindmica associada a determinadas concentra¢@es de curcumina utilizando

isolado clinico de Fusarium oxysporum (1SO 1).
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CC- controle claro -células fungicas na auséncia da curcumina e presenca da luz. Fonte: Autoria propria.

A Figura 2 representa os diferentes tempos de incubacéo 10, 20 e 30 min, e doses de irradiagdo 15, 30, e 45 J/cm?,
avaliados para F. oxysporum. As concentracdes de curcumina estdo indicadas abaixo 50 — 0,09, sendo mais efetiva quando ndo ha
aparecimento de crescimento fungico, comparando-se sempre ao CC. E possivel observar que no tempo de incubagio de 10 min a
partir da concentracéo de 3,12 umol/L obteve-se concentragdo fungicida, ou seja, auséncia de crescimento fungico para todas fluéncias
testadas. O controle claro (CC) é utilizado para comparar qualitativamente com as demais concentracGes, pois contém apenas o
fungo sem a presenca de FS. A Figura 3 também nos mostra que para aumentar o tempo de incubagdo entre as células flngicas
e a CUR ndo é téo eficiente quanto aumentar a fluéncia de luz. E compreensivel esse resultado uma vez que o aumento da fluéncia

da luz, aumenta os fétons disponiveis para melhor fotoativar a CUR e melhorar seu desempenho fungicida.
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Figura 3 - Padronizag&o da atividade da terapia fotodindmica associada a determinadas concentra¢es decurcumina utilizando
isolado clinico de Fusarium keratoplasticum (ISO 2).
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CC controle claro — células fungicas na auséncia da curcumina e presenca da luz. Fonte: Autoria prépria.

A Figura 3 representa os diferentes tempos de incubacdo 10, 20 e 30 min, e doses de irradiagdo 15, 30, e 45 Jicm?,
avaliados para F. keratoplasticum. O crescimento fingico é demonstrado de acordo com cada concentragdo de CUR indicada abaixo,
juntamente com o controle claro (CC). Para a espécie F. keratoplasticum, o padréo foi semelhante ao de F. oxysporum (Figura 2),
onde o aumento da fluéncia foi mais representativo do que o tempo de incubacéo.

Existem diversos estudos que realizam a padroniza¢do para encontrar uma menor dose de irradiacdo e menores tempos de
incubacgdo. Um estudo utilizou Candida albicans, com tempos de incubagdo de 5 a 20 min e doses de até 37J/cm? em células
planctonicas e biofilme, o qual foi demonstrado o espectro de absor¢cdo em tempos diferentes de irradiacdo e ressaltou a
diminuicdo da capacidade da curcumina absorver a luz conforme o tempo de irradiacdo aumenta, ocorrendo fotobranqueamento,
ou seja, a degradagdo dessas moléculas (Dovigo et al, 2011). Esses resultados estdo condizentes com os resultados obtidos neste
estudo na padronizagdo, em que conforme o tempo aumenta de contato com a CUR, sua eficdcia diminui como
fotossensibilizador.

A acdo da TFD+CUR em ambos os isolados clinicos de Fusarium spp. foi capaz de inibir o crescimento fungico, com
concentragfes mais baixas de CUR no tempo de incubacdo de 10 minutos, comparado ao tempo de 20 e 30 minutos, o qual teve
inibigdo total em concentracdes mais altas de CUR (50 umol/L). Em relagéo a dose de irradiagéo de 30 e 45 J/cm? apresentaram
resultados muito préximos de concentragfes com inibicdo fangica eficiente. Ao considerar o tempo, dose e concentracéo, 0
tempo de incubagdo de 10 minutos e irradiacdo de 30 J/cm? foram aparentemente mais significativos, visto que é avaliado a
menor dose possivel com um melhor tempo de incubacéo que apresente inibicao fingica satisfatéria. Dessa forma, para avaliar
e validar a atividade antiflngica da TFD+CUR em diferentes isolados clinicos de Fusarium, foi utilizado o tempo de incubacéo
de 10 minutos e fluéncia de 30 J/ cm?.
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3.2 Avaliacdo da TFD+CUR

Inicialmente analisamos se as concentracoes avaliadas de CUR tem atividade isoladamente sobre os isolados flngicos
testados. A Figura 4 demonstra as analises qualitativas e quantitativas, sendo esse Ultimo realizado pela contagem de unidades
formadoras de colbnias (UFC) e transformadas em logaritmo decimal. O CE foi realizado apenas com o fungo e o
fotossensibilizador, incubados no tempo padronizado de 10 minutos, sem irradiacdo, a fim de avaliar apenas a acdo da CUR
sobre as células plancténicas dos isolados 1ISO 1 e ISO 2, juntamente com o controle positivo (C+) para garantir que a curcumina
ndo tem acdo sobre o crescimento do fungo.

Figura 4 - Efeito do fotossensibilizador Curcumina sem irradiagdo sobre as células planctonicas de Fusarium spp.
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C+ controle positivo — células fUngicas na auséncia de curcumina e da luz. Fonte: Autoria prépria.

Foi possivel observar na Figura 4 que a acdo da CUR incubada com as células fungicas por 10 minutos, néo foi suficiente
para inibir o crescimento flingico, sendo este semelhante ao C+. Este resultado foi demonstrado quantitativamente visto pelos
gréaficos e a analise logaritimica das unidades formadoras de coldnias, onde o nimero de células fangicas foi semelhante ao C+
em todas as concentragdes de CUR avaliadas. E adicionalmente pela avaliagdo quantitativamente pelos spots de crescimento
semelhante ao C+.

A Figura 5 mostra os resultados da TFD+CUR sobre diferentes isolados fungicos de Fusarium, utilizando como
pardmetros 10 minutos de incubagdo com a CUR e fluéncia de 30 J/ cm?. As marcages em asteriscos demonstram o padréo
significativo entre os resultados analisados comparado com o CC. As analises qualitativas e quantitativas, foram realizadas com
8 isolados, ISO 1, 1SO 2, 1SO 3,1SO 4, 1SO 5, 1SO 6, 1ISO 7, 1SO 8.


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v12i9.43203

Research, Society and Development, v. 12, n. 9, 11112943203, 2023
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v12i9.43203

Figura 5 - Atividade antiflngica da Terapia Fotodinamica associada a Curcumina sobre isolados clinicos de Fusarium spp.
ISO 1

Logl10 UFC/mL

Logl10 UFC/mL

o_ dedkk kkk ek kkk kkk

-

S o IR IR I S Y
S PP NELARS S

Curcumina (umol/L)

ISO 4

khk Kkk kkk kkk kkk

KKk

L

NP I P G P P P S P I ¢
9 q’\'l"q,?g:\\f’é} Q'?Q:\Q\Q o

Curcumina iumoI/Li

Log10 UFC/mL

S P a2

NI L P ) Q X
'\. \ R Q’\ o2 o QQ ()
Curcumma (umol/L)

ISO 7

Log10 UFC/mL

Logl10 UFC/mL

ISO 2 1ISO3
51 5-
3 4 =
-E] \
J d \
3 D 3 ‘
5 |
2 o 2] |
%
1- S 1-
0 KhK Kk kkk khk kkk AL iﬁ:f'f: o PR A K
S P2 7 \m,,b,\%.guaeo D D0 DAV o D DO DO
"\, Y ) '1'(»‘@'}':.,'\‘\‘.’{,‘&?&‘@0
Curcumina (umol/L) Curcumina (umol/L)
ISO 5 ISO 6
5 51
*% e [T
44 44
*kk .g
Fkk - 34
34 ) 3
5
24 o 21
o
1 - 19
Kk kkk kkk kkk kkk dkk kkk kkk kkk kkk kkk hkk
04 e Ot r—r—T—T—T—T7 | P jE |
S B g0 PV A ,._,9,9 o o S PR PNERPRS
Curcumlna (umoI/L) Curcumma (umol/L)
ISO 8
5+
44 .. x
.g ek
5 :
% *kk
= 27
T
=S 14
0

S Pl PV E R DO P

o
oY B 3 o

Curcumina (pymol/L)

CC: controle claro — células fungicas na auséncia da curcumina e presenca da luz. Fonte: Autoria propria.

Cerca de 75% dos isolados clinicos analisados tiveram inibicdo do crescimento fungico em alguma concentracdo de

CUR testada. De acordo com a Figura 5, a sensibilidade dos isolados clinicos a TFD+CUR variou nas concentracoes de 0,78 a

12,5 umol/L com atividade fungicida, ou seja, concentragdes que foram capazes de inibir completamente o crescimento flingico,

10

comparando-se ao CC. Somente o 1SO 7 e 8 ndo tiveram reducgdo total em concentracbes de CUR testadas. Por outro lado,
observa-se que 12,5 pmol/L foi capaz de inibir o crescimento fungico em 1log10 UFC/mL. Demonstrando um perfil fungistético
da TFD+CUR, sendo um padrdo de agdo semelhante aos azdis disponiveis no mercado. Estes farmacos possuem atividade
fungistatica (inibicdo do crescimento flingico), quando compara-se com as células flngicas sem agdo do farmaco.
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Os resultados obtidos neste estudo, corroboram com artigos realizados com TFD e CUR sobre diferentes espécies de
fungos filamentosos causadores de OM, que em baixas concentragdes de CUR e baixo tempo de incubacéo e com doses baixas de
irradiacdo, mostrando efeito de fotoinativacéo, reforgando que a TFD é uma alternativa de inibir in vitro o crescimento fangico,
indicando uma possibilidade de usar a CUR para um tratamento eficaz em OM (Silva et al., 2022).

Estudos demonstram que a CUR sozinha nédo afeta a viabilidade dos microrganismos (Cusicanqui Méndez et al., 2018).
De acordo com resultados obtidos no presente estudo, a curcumina realmente nao apresentou toxicidade no escuro para o fungo,
pois quando incubado isoladamente, sem irradiacdo, ndo inibiu o crescimento de unidades formadoras de coldnias e nas diferentes
concentracdes de curcumina, o log foi muito proximo ao controle (C+).

A CUR possui caracteristicas insollveis em agua, no entanto é possivel solubilizar em etanol e DMSO, substancia
considerada toxica para o tecido vivo. Sendo assim, foi preparado solugBes estoques com concentragcGes muito reduzidas de
DMSO e dilui¢bes em agua destilada para o experimento. Desse modo, na padronizac¢ao o tempo de incubacdo de 30 min ndo
inibiu tanto como no tempo de 10 e 20 min. Essa solucdo utilizada no experimento é considerada aquosa, podendo gerar
agregados da CUR quando incubada por mais tempo, ja que esta é insollvel, prejudicando entdo a permeacdo nas células
planctonicas. Ademais, a CUR ¢ instavel na presenca de luz e em pH maior que 8, podendo ser modificada na sua estrutura e
ndo mais absorver o comprimento de onda, impedindo sua agao terapéutica. (Tonesen et al.,1985). Diante disso, a CUR em uma
solugdo apolar, para gerar interagdes intermoleculares, como um dleo, ou por exemplo o glicerol, que interage com gua também,
com finalidade de melhorar a solubilizacdo da CUR (Carvalho et al., 2015).

Existem novas formulagdes realizadas com nanoparticulas poliméricas, que ja demonstraram eficacia na solubilidade
da CUR e o efeito antimicrobiano da TFD, em estudos j& publicados com espécies do género Candida (Trigo Gutierrez et al.,
2017) (Santos et al., 2022). Essas formulagdes poderiam ser testadas em espécies de fungos filamentosos como perspectivas
futuras.

De acordo com estudos publicados, utilizando a TFD e CUR sobre fungos filamentoso, utilizando células plancténicasde
Fusarium, tiveram uma reducao completa da espécie Fusarium oxysporum em todas as concentra¢des de CUR (600 a 1000p/mol)
e dose de luz (72 a 96 J/cm? de 6 a 8 minutos de irradiacdo) utilizadas (Al-Asmari,2017). Nossos resultados corroboramcom o
autor Al-Asmari, (2021), o qual obteve capacidade de inibigdo flngica, utilizando diferentes concentracGes de CUR. Dose e tempo

de irradiacdo, e com isolados clinicos de vérias espécies do Complexo Fusarium oxysporum e Complexo Fusarium solani.

4. Consideracdes Finais

A TFD+CUR demonstrou eficaz atividade antifingica, uma vez que foi capaz de inibir o crescimento fingico da maioria
dos isolados clinicos de Fusarium testados. Possivelmente, as concentra¢des de CUR testadas, foram fotoativadas gerando
compostos reativos e tdxicos as células fungicas, levando a morte celular. Trata-se de uma técnica de baixo custo e facil aplicagédo
com boas perspectivas na area da micologia médica. E diante desses resultados e como perspectivas futuras, a fim de enriquecer
e triar os mecanismos da TFD+CUR em ac¢do antiflingica, € necessario a realizacdo de mais estudos para adaptar as técnicas,
com o intuito de encontrar uma formulacdo que possibilite melhor solubilidade da CUR, garantindo que toda concentracéo

testada sera fotoativada melhorando a atividade antifiingica.
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