Universidade do Vale do Paraiba
Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento
Programa de Pos-Graduacédo em Engenharia Biomédica
Universidade Regional Comunitaria de Chapecé
Mestrado Interinstitucional em Engenharia Biomédica

ADRIANA GASPARETTO

Alternanthera maritima: PREPARO DE EXTRATOS E FORMULACOES TOPICAS
E AVALIACAO DO SEU EFEITO COMO FOTOSSENSIBILIZADOR EM TERAPIA
FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA

Sao José dos Campos, SP
2008



ADRIANA GASPARETTO

Alternanthera maritima: PREPARO DE EXTRATOS E FORMULACOES TOPICAS
E AVALIACAO DO SEU EFEITO COMO FOTOSSENSIBILIZADOR EM TERAPIA
FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA

Dissertacdo apresentada ao Programa de POs-
Graduacdo em Engenharia Biomédica da
Universidade do Vale do Paraiba, como
complementacdo dos créditos necessarios para a
obtencdo do titulo de Mestre em Engenharia
Biomédica, dentro do Programa de Mestrado
Interinstitucional Univap / Unochapeco.

Orientador: Prof. Dr. Marcos José Salvador
Orientador: Prof®. Dr?. Stella Regina Zamuner

Sédo José dos Campos, SP
2008



G192f

Gasparetto, Adriana
Fotossensibilizadores naturais em terapia fotodinamica antimicrobiana: desenvolvimento
de creme e gel creme contendo extratos de Alfernanthera brasiliana (AMARANTACEAE)./
Adriana Gasparetto; Orientadores: Prof. Dr. Marcos José Salvador, Proa. Dra. Stela Regina
Zamuner. S8o José dos Campos; Chapeco, 2008.
1 Disco laser: color.

Dissertacdo apresentada ao Programa de P6s-Graduacdo em Engenharia Biomédica do
Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da Universidade do Vale do Paraiba, modalidade
Minter Univap / Unochapec6. 2008.

1. Alternanthera maritima 2. Amaranthaceae 3. Formulacdes topicas 4.Terapia Fotodinamica

Antimicrobiana (PDT) 5. Produtos naturais |. Salvador, Marcos José,orientador. ll. Zamuner,
Stella Regina, orientador llI. Titulo

CDU:613

Autorizo, exclusivamente para fins académicos e cientificos, a reproducgéo total
ou parcial desta dissertagdo, por processos fotocopiadores ou transmissao
eletrénica, desde que citada a fonte.

Aluno: doxiona, %wmwﬂg

Data: 28 de Agosto de 2008




ADRIANA GASPARETTO

“ ALTERNANTHERA MARITIMA: PREPARO DE EXTRATOS E FORMULACOES TOPICAS
E AVALIACAO DO SEU EFEITO COMO FOTOSSENSIBILIZADOR EM TERAPIA
FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA”

Dissertagio aprovada como requisito parcial & obtengdo do grau de Mestre em Engenharia
Biomédica, do Programa de Pos-Graduaciio em Engenharia Biomédica, do Instituto de Pesquisa
¢ Desenvolvimento da Universidade do Vale do Paraiba, Sdo José dos Campos, SP, pela seguinte

banca examinadora:

™~

Prof. Dr. EGBERTO MUNIN (UNIVAP) 6"" :.aﬂl,a&g%;?m*“"”]

Prof’. Dra. STELLA REGINA ZAMUNER(
% e / ‘\

Prof. Dr. MARCOS JOSE SALVADOR (UNICAMP) -&”4) fﬁ

Prof®. Dra. MARIA ELIDA ALVES STEFANELLO (UFPR) W; Lses f 4 oL £

Prof. Dr. Marcos Tadeu Tavares Pacheco
Diretor do IP&D — UniVap
S#o José¢ dos Campos, 28 de agosto de 2008.



Somos livres
A escravidéo acabou
As correntes quebradas
Dos bracos livres o abraco
Da boca seca o sorriso
Do coracéo aflito 0 sossego
Do corpo cansado o alivio
Do sonho roubado a esperanca
Da diferenga imposta a igualdade
Do v6o adiado um pista de pouso.

Adriana Gasparetto
15/01/2006

A vida nos coloca a prova
Dia apos dia
Assemelha-se uma guerra
Onde devemos ganhar 0 maximo de batalhas
As vitorias nos fazem acreditar
Que podemos ser os melhores
Mas é com as derrotas que paramos
E refletimos sobre nos mesmos
Buscamos erros, tentamos concertar.
E nos impedimos de cometé-los novamente
Mas novos erros sao inevitaveis
E é por eles que buscamos o aperfeicoamento
Nunca apague ou esqueca o que foi
Pois 0 que és hoje é devido
A0 que errou e acertou
A0 que ganhou e perdeu
Ao que riu e chorou
Ao que feriu e cicatrizou
O passado tem as pecas necessarias
Que molda o ser humano.

Adriana Gasparetto
07/09/2005



Dedico este trabalho aos meus pais, Alcebiades e Angela, por acompanharem
Meus primeiros passos com paciéncia, transmitindo paz e seguranca pelos seus gestos; pelo
sorriso de seus labios indicando que ainda ha esperanca; pelo brilho de seus olhos, que me
faz tdo grande quanto o amor de vocés por mim; e se pudesse fazé-los eternos, eternos os
faria.

Tudo que aprendi foi pisando em seus rastros, tentando fazer o meu caminho
pelo reflexo dos teus, porque além de meus pais serdo sempre meus mestres maiores de saber
imenso com uma experiéncia que ensina viver, pois ndo ha exemplo maior no mundo, que
ainda precisa da vida aprender, pois a licdo maior passada por vocés ja esta guardada, como
um tesouro que vocés me deram para a eternidade, de que ¢ 0 amor que faz no mundo
descobrir a coragem de seguir 0 caminho.

Sua presenca, sempre primeira, me traz seguranca para seguir cada passo a
mais que dou, mesmo quando esse passo é sindnimo do impossivel, quando o fardo parece
pesado demais, quase impossivel suportar e aos poucos a forga parece se esgotar, suas preces
de encorajamento e estimulo renovam meu espirito e continuo mais forte e confiante rumo
a vencer cada desafio.

Ensinaram-me que a queda é importante, pois é com ela que se aprende a
levantar; que néo é necessario fazer “isso” ou “aquilo” e sim o melhor de acordo com o que ja
se sabe. Ensinaram que a minha vida sou eu mesma que fago, mas que vocés sempre serao
meus farois para o caminho do bem e da honestidade, sempre desejando grande e verdadeiro
sucesso na minha real vocacéao.

Mostram-me que por mais que a distancia venha nos separar, para a realizacao
de um sonho, nunca havera a necessidade de gritar para que nos facamos ouvir, pois
Nossos coracdes estardo sempre muito proximos basta sussurar.

Agora é mais um daqueles momentos em que da luta se valeu para a conquista
de mais um objetivo, e essa vida que pulsa em meu peito foi transmitida por vocés, e meu
coracdo bate ao lado dos seus; e foi com vocés que aprendi a ler e hoje sou capaz de ler em
seus olhos 0 que ndo conseguem me dizer, entdo deixem apenas que eu aplauda sua
grandeza, que cante sua beleza, que cante a nossa vitoria, porque 0 amor de Vvocés
continuara em mim, do seu amor que desde pequena fui aprendiz e que continuarei a ser.

Obrigada por hoje, e por todos os dias a mim dedicados, obrigada por acredite
em mim, e nunca permitir que eu mesma nao acredite; por me apoiarem sempre, me
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pais! Amo vocés!



Tenho muito de vocé em mim
Meu sangue e algumas feicoes
Vocé é meu heroi
Vocé é meu pai
e melhor que isso
Vocé é meu amigo
Quero poder seguir seus passos
Trilhar meu caminho pelo reflexo do seu
Nasci, cresci e tenho 0o melhor pai que pude
desejar
N&o estamos sempre juntos
Mas vocé vive No meu coracgao
e passeia N0 meu pensamento
E é por tudo isso
que mais uma vez eu confesso
Te amo mais que tudo.

Adriana Gasparetto
29/03/2004

Por algum tempo fomos uma s6
E tudo que necessitava era-me dado por vocé
Minha memoria falha nas recordacdes
Mas meu coragéo sente que tudo era perfeito
Pela lei da natureza deixei de viver no meu
primeiro mundo
Para de maos dadas viver no seu mundo
E ver pelo brilho de seus olhos todo 0 amor
destinado a mim
Que me fez acreditar
Que esse é 0 amor absoluto
Transmitido de mae para filho
Alem do amor que por vocé também sinto
Meu coracdo € repleto de gratidéo
Pelo ontem, hoje e sempre.

Adriana Gasparetto
24/09/2004
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Alternanthera maritima: PREPARO DE EXTRATOS E FORMULACOES TOPICAS
E AVALIACAO DO SEU EFEITO COMO FOTOSSENSIBILIZADOR EM TERAPIA
FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA
RESUMO

A familia Amaranthaceae possui muitas espécies que sao utilizadas na medicina
popular devido suas propriedades bioldgicas, tais como antiinflamatéria, analgésica
e antimicrobiana. Neste estudo procedeu-se o preparo de extratos por maceracéo de
Alternanthera maritima (Amaranthaceae) para avaliacdo do seu efeito como
fotossensibilizador em PDT antimicrobiana. Para tanto procedeu-se a adequacao de
metodologia dos bioensaios e foram empregadas como indicadoras duas cepas de
Candida dubliniensis ATCC 778157 e ATCC 777. Foram obtidos os extratos em
hexano e etanol das partes aéreas de A. maritima, que apresentaram bandas de
absorcdo em 650 e 700nm compativel a regido de trabalho da PDT. Os resultados
mostraram que foi possivel observar reducdo no crescimento microbiano de
C.dubliniensis ATCC 778157 e ATCC 777 quando tratados com os extratos hexanico
ou etanodlico (25mg/mL) e irradiados com laser de baixa potencia Fosfeto de indio-
Galio-Aluminio  (InGaAlP). Para estes extratos bioativos procedeu-se o0
desenvolvimento de preparacdes farmacéuticas topicas (creme e gel creme), as
guais apresentaram efeito antimicrobiano na concentracdo de 5 mg de creme/mL
(equivalente a 0,25mg de extrato/mL) em associacdo com a radiacao laser. As
formulacdes obtidas otimizaram a atividade antimicrobiana dos extratos frente a C.
dubliniensis ATCC 777 quando associados a formulacdo farmacéutica tdpica,
observando-se efeito em PDT antimicrobiana para as formulagbes em concentracao
100 vezes menor do que a observada para o extrato bruto nas mesmas condi¢oes
experimentais. Os fitocosméticos desenvolvidos (creme e gel creme) apresentaram
pH= 5,5 compativel ao pH de preparacfes farmacéuticas que sdo veiculadas na pele
humana. Em ensaio de estabilidade por centrifugacdo os extratos hexanico e
etanolico apresentaram-se instaveis com separacdo de fases e as formulacfes
farmacéuticas desenvolvidas minimizaram esta instabilidade uma vez que somente
para formulacdo gel creme contendo o extrato etanolico foi possivel visualizar
separacao de fases. Estes resultados sugerem que 0s extratos etanolico e hexanico
de A. maritima e as formulacGes creme e gel creme desenvolvidas contendo estes
extratos bioativos apresentam fotoatividade frente a C. dubliniensis.

Palavras chaves: Alternanthera maritima, Amaranthaceae, terapia fotodinamica
antimicrobiana, formula¢des farmacéuticas topicas, fotossensibilizadores naturais.



Alternanthera maritima: CRUDE EXTRACTS AND TOPICAL PHARMACEUTICAL
FORMULATIONS AND EVALUATION OF THE EFFECT WITH
PHOTOSENSITIZERS IN ANTIMICROBIAL PHOTODYNAMIC THERAPY
ABSTRACT

The Amaranthaceae family comprises many species, which are used in traditional
folk medicine for the treatment of infections, as analgesic, anti-nociceptive and
antimicrobial agents. In this study was proceeded the preparation of crude extracts of
Alternanthera maritima (Amaranthaceae) for evaluation of its effect as a
photosensitizer in antimicrobial photodynamic therapy (PDT). In the susceptibility
tests were used standard strains of Candida dubliniensis ATCC 778157 and ATCC
777. The hexanic and ethanolic crude extracts of the aerial parts of A. maritima
presented bands of absorption in 650 and 700nm, which are compatible with region
of work of the PDT application. The results indicate that was possible to observe
reduction in the microbial growth in C.dubliniensis ATCC 778157, how much in C.
dubliniensis ATCC 777 when these microorganisms had been dealt with hexanic and
ethanolic extracts (25 mg/mL) and radiated with laser low harness Fosfeto de Indian
Gallium-Aluminum (InGaAlP). For these bioactive extracts the development of topical
pharmaceutical preparations (cream and gel cream) was proceeded and these
pharmaceutical preparations presented antimicrobial effect (to 5 mg of cream or gel
cream/mL = 0.25mg of extracts/mL) in association with the laser radiation. The
antimicrobial PDT effects against C. dubliniensis ATCC 777 of the topical
pharmaceutical formulations containing the extracts was optimized and was verified
activity in concentration 100 smaller times of what the observed one for the extract in
the same experimental conditions. The developed phytocosmetics (cream and gel
cream) had presented pH= 5.5 compatible to pH of pharmaceutical preparations that
are propagated in the skin human being. In assay of stability, only for gel cream
containing the bioactive extracts was possible to visualize separation of phases.
These results suggest that hexanic and ethanolic extracts of A. maritima and the
cream and gel cream pharmaceutical formulations containing these bioativos extracts
can be used as a photosensitizer agains C. dubliniensis.

keywords: Alternanthera maritima, Amaranthaceae, antimicrobial Photodynamic
Therapy, Topical pharmaceutical formulation, natural photosensitizers
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extrato/mL) de Alternanthera maritima, Irradiado (AMPAH 1) 5mg/mL
(n=6); Creme contendo Extrato Etandlico (0,25 mg de extrato/mL) de
Alternanthera maritima, Nao Irradiado (AMPAE NI) 5mg/mL (n=6);
Creme contendo Extrato Etandlico de Alternanthera maritima (0,25 mg
de extrato/mL), Irradiado (AMPAE ) 5mg/mL (n=6); Gel Creme
contendo Extrato Hexanico (0,25 mg de extrato/mL) de Alternanthera
maritima, Nao Irradiado (AMPAH NI) 5mg/mL (n=6); Gel Creme
contendo Extrato Hexanico (0,25 mg de extrato/mL) de Alternanthera



maritima, Irradiado (AMPAH 1) 5mg/mL (n=6); Gel Creme contendo
Extrato Etandlico (0,25 mg de extrato/mL) de Alternanthera maritima,
N&o Irradiado (AMPAE NI) 5mg/mL (n=6); Gel Creme contendo
Extrato Etandlico (0,25 mg de extrato/mL) de Alternanthera maritima,
Irradiado (AMPAE 1) 5mg/mL (n=6). Estatistica: * ? **, Teste de Tukey,
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1 INTRODUCAO

Plantas medicinais € um assunto relevante e que, de maneira geral, desperta
o0 interesse das pessoas, pois além de seu uso popular com finalidade terapéutica,
pode contribuir de forma significativa com informac¢des que conduzam a geracéao de
novas tecnologias pela divulgacdo e emprego das propriedades terapéuticas dos
vegetais (MACIEL et al., 2002; PINTO et a., 2002; CECHINEL; YUNES, 1998). O
conhecimento sobre plantas medicinais é tdo antigo quanto a espécie humana e,
muitas vezes, trata-se do Unico recurso terapéutico para muitas comunidades e
grupos étnicos no tratamento de enfermidades (CARVALHO et al., 2002; MACIEL et
al., 2002; PINTO et al., 2002; SALVADOR et al., 2003; YUNES; CALIXTO, 2001).

A natureza, de forma geral, tem produzido a maioria das substancias
organicas conhecidas. Plantas encontradas em diferentes ecossistemas sdo usadas
na medicina natural, porém sob o ponto de vista cientifico, somente cerca de 5%,
dentre 250 a 500 mil espécies, tém sido estudadas quimicamente e em menor
porcentagem avaliadas sob aspectos biolégicos (PEREIRA et al., 2003; CARVALHO
etal., 2002; PINTO et al., 2002; CECHINEL ; YUNES, 1998).

A pesquisa de produtos naturais como fonte de matéria prima para obtencao
de medicamentos tem caracter multidisciplinar. Estas investigagfes permitem a
integracdo de conhecimentos. Assim, através de analises de extratos, pode-se
estudar quais séo 0s principais componentes quimicos responsaveis pela atividade
biologica, e pesquisar aplicacbes para as moléculas isoladas junto as industrias
farmacéutica e cosmética, incorporando-as em formulagbes farmaceuticas (DI
STASI, 1996; MACIEL et al., 2002; PINTO et al., 2002; CECHINEL; YUNES, 1998).

As plantas possuem suas proprias defesas que as protegem de outras
plantas, insetos, fitofagos e herbivoros predadores de uma maneira geral. Estas
defesas podem ser de natureza biolégica que envolve o desenvolvimento de cascas
mais rigidas, espinhos entre outros e/ou de natureza quimica biossintetizando
substancias do metabolismo secundario, fenébmeno conhecido como alelopatia, que
€ a ciéncia que estuda processos relacionados, principalmente, a metabdlitos
secundarios produzidos por algas, plantas, bactérias e fungos que influenciam os
processos bioldgicos com efeitos positivos e negativos e que estdo na génese de
micromoleculas potencialmente bioativas (PINTO et al., 2002; SARTORATTO et al.,
2004).
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Dentre as familias de plantas pertencentes a flora brasileira tem-se a familia
Amaranthaceae que possui muitas espécies que apresentam atividades biologicas
(antibacteriana, antifangica, tripanocida, leishmanicida, antiinflamataria,
imunomodulatéria entre outras) e algumas sdo utilizadas na medicina popular e
como alimento (SIQUEIRA, 19872P), sendo, portanto material promissor para a
busca de novos farmacos ou medicamentos.

A espécie A. maritima pertence ao género Alternanthera que tem se mostrado
rico em espécies com atividade bioldgica como antineoplasica (A. brasiliana),
antiviral (A. philoxeroides), antimicrobiana (A. maritima e A. tenella) e antioxidante
(A. tenella). Algumas sao usadas na medicina popular como: A. brasiliana (infuséo
das flores) empregada no combate a tosse e a infeccbes; A. pugens (planta total)
empregada no tratamento de sifilis e moléstias cutaneas; A. tenella (infusdo das
folhas) usada como diurético e A. bettzichiana (planta total) empregada como
analgésico e anti-pirético (SIQUEIRA ; GUIMARAES, 1984; SIQUEIRA, 1987).

Desta forma, pesquisas para a busca de principios ativos de fonte natural
com atividade antimicrobiana se fazem necessario, de maneira a se encontrar novos
agentes antimicrobianos que minimizem problemas comuns aos agentes
antimicrobianos disponiveis no mercado, tais como: resisténcia microbiana, baixa
solubilidade e alta toxicidade (SALVADOR et al.,, 2004). Assim pesquisas com
produtos naturais e a busca de novas alternativas terapéuticas para terapias
antimicrobianas devem ser encorajadas.

Dentre as novas tecnologias disponiveis com potencial terapéutico, tem-se o
processo denominado terapia fotodinAmica antimicrobiana ou APDT (Antimicrobial
Photodynamic Therapy). Esta tecnologia consiste na associacdo de um agente
fotossensibilizador, geralmente exégeno, administrado por via tépica ou sistémica, a
uma fonte de luz visivel, com o objetivo de provocar inativagdo microbiana (SALVA,
2002; GARCEZ et al., 2003).

Visto que a terapia fotodindmica tem grande eficiéncia em induzir morte
celular em procedimentos experimentais, pesquisadores vém aplicando esta
tecnologia para a inativacdo de microrganismos patogéncos, constituindo-se em
uma nova alternativa terapéutica (GARCEZ et al., 2003), para tanto se faz
necessario o emprego de agentes fotossensibilizadores que operacionalizem o

Processo.
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Fotossensibilizadores sdo agentes, geralmente exdgenos, que, sob
iluminacdo em determinado comprimento de onda e na presenca de oxigénio
encontrado nas células, produzem espécies reativas de oxigénio (EROs), que séo
citotoxicas (CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004; RIBEIRO; GROTH, 2005;
PERUSSI, 2007). O fotossensibilizador ideal caracteriza-se por baixa toxicidade
apos a administracdo, ndo induzindo reacdo alérgica, nem hipotensdo e deve
absorver a luz no espectro vermelho ou vermelho-distante (CASTANO; DEMIDOVA,;
HAMBLIN, 2004). Ou seja, deve ser biologicamente estavel, fotoquimicamente
eficaz, seletivo e minimamente téxico aos tecidos normais (GARCEZ et al., 2003).

A terapia fotodindmica antimicrobiana (APDT) em sua maioria emprega
fotossensibilizadores derivados de corantes vitais que se caracterizam por nao
serem toxicos as células humanas em concentracdes superiores as requeridas para
a inativacdo microbiana efetiva (WAINWRIGHT, 1998). Desta forma, os
fotossensibilizadores que tém sido estudados para a erradica¢cdo de microrganismos
pertencem a diferentes grupos de compostos, tais como os xantenos halogenados
(Rosa de Bengala — RB), fenotiazidicos (Azul de toluidina O — TBO, Azul de Metileno
— AM), acridinas e conjugados de clorina (es) (PERUSSI, 2007). Logo, pesquisas
para a busca de novos fotossensibilizadores tém sido intensificadas, sendo a maioria
de origem sintética. Relatos de pesquisas para a busca de fotossensibilizadores
naturais a partir de extratos vegetais ndo foram encontradas, o que da um carater
inovador ao presente trabalho de pesquisa.

Assim, o0 presente estudo teve por objetivo avaliar, in vitro, a eficacia
antifangica da PDT com extratos vegetais de A. maritima e laser diodo de fosfeto de
indio-galio-aluminio (InGaAlP) em culturas de duas cepas de Candida dubliniensis.
Para tanto, procedeu-se o preparo de extratos de A. maritima (Amaranthaceae) e de
formulacdes tdpicas (creme e gel creme) contendo extratos bioativos deste vegetal e
avaliou-se seu efeito como fotossensibilizador em PDT antimicrobiana de maneira a
propiciar o emprego desta tecnologia na busca de extratos bioativos e

fotossensibilizadores naturais em espécies vegetais da flora brasileira.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Estudar a atividade antimicrobiana in vitro de extratos e formulagdes tdpicas
contendo o vegetal A. maritima e avaliar seu efeito como fotossesibilizador natural

em PDT antimicrobiana.

2.2 Objetivos Especificos

Preparar extratos e formulacfes topicas contendo o vegetal A. maritima e avaliar
a atividade antimicrobiana das preparacdes obtidas;

Adequar metodologia para o0s bioensaios;

Estudar o efeito antimicrobiano in vitro dos extratos vegetais e das formulacdes
topicas desenvolvidas em associacdo com raio Laser de baixa poténcia, avaliando o
efeito destas preparagbes farmacéuticas como fotossensibilizadores naturais em

PDT antimicrobiana.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Plantas Medicinais

As plantas brasileiras comecaram a ser estudadas cientificamente a partir de
1847 quando Theodoro Peckolt, farmacéutico aleméo, veio para o Brasil estudar a
flora brasileira e atualmente constitui uma forma de medicina que vem crescendo ao
longo dos anos com a evolucdo dos estudos cientificos, em particular, estudos
guimicos e farmacoldgicos, que comprovam a eficacia das plantas medicinais
utilizadas na medicina popular (PINTO et al., 2002; CECHINEL ; YUNES, 1998).

Os homens primitivos alimentavam-se de determinadas plantas, pelo instinto
de sobrevivéncia, seguido de uma avaliacdo, rastica, dos sinais e sintomas que
apareciam apos o0 consumo, sendo possivel avaliar se determinada espécie era util
ou ndo. Neste processo 0s povos primitivos propiciaram a identificacdo de espécies,
de géneros vegetais, do reconhecimento do habitat, da época da colheita, bem como
das partes dos vegetais que se adequavam ao uso medicinal (DI STASI, 1996;
MACIEL et al., 2002; CECHINEL ; YUNES, 1998; TAVARES, 2000; CARVALHO et
al., 2002).

O conhecimento sobre de plantas medicinais constitui muitas vezes o Unico
recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos e a utilizacdo de
plantas como medicamentos € uma pratica muito antiga e constitui uma alternativa
terapéutica econémica em relacdo aos medicamentos sintéticos, assim inameras
pesquisas vém sendo realizadas comprovando cientificamente a eficacia de algumas
plantas. (CARVALHO et al.,, 2002; MACIEL et al., 2002; PINTO et al., 2002;
NASCIMENTO et al., 2000; SALVADOR et al., 2003).

O isolamento das primeiras substancias puras do reino vegetal comeca a
acontecer no século XVIII. Este século, juntamente com o XIX, caracteriza-se pelos
trabalhos de extracdo, principalmente de &cidos organicos e de alcalbides
empregando-se a separacdo acido-base. Com o avanco cientifico e tecnoldgico,
particularmente com o incio do emprego de técnicas cromatograficas, o final dos
anos vinte e toda a década de trinta pode ser caracterizado pelo grande numero de
trabalhos sobre o isolamento e a identificacdo de substancias de natureza esteroidal

(PINTO et al., 2002). Na ultima década, uma diversidade de novas substancias com
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atividade bioldgica potencial (DI STASI, 1996; PINTO et al., 2002; SIMOES et al.,
2003; MIMICA-DUKIN et al., 2004).

Ha& uma grande quantidade de plantas existentes no planeta e a maioria é
desconhecida sob o ponto de vista cientifico. Somente 20% tém sido estudas
fitoquimicamente e uma porcentagem ainda menor sob os aspectos biolégicos
(CECHINEL;YUNES, 1998; PINTO et al., 2002; SUFFREDINI et al, 2004,
SUFFREDINI et al., 2006; YUNES et al., 2001).

Uma porcentagem significativa de trabalhos sobre atividade biol6gica relata
estudos de toxicologia e farmacologia de plantas medicinais com resultados
preliminares, pois séo realizados com extratos vegetais brutos ou fragdes. Trabalhos
envolvendo atividade farmacologica e toxicologica de principios ativos puros sao
ainda pouco representativos (PINTO et al., 2002). Assim, estudos sistematicos com
plantas medicinais se fazem necessarios face ao valor agregado dos produtos
naturais e devido as suas potenciais aplicagdes como medicamentos, cosméticos,
alimentos e agroquimicos. Muitas dessas substancias constituem-se em moléculas
protétipo que podem servir como modelos para o desenvolvimento de farmacos
sintéticos (PINTO et al., 2002).

Embora uma planta possa conter centenas de metabdlitos secundarios, os
compostos presentes em maior concentracao sao geralmente isolados e estudados
pela fitoquimica classica. As principais classes de constituintes de plantas que
podem ser detectadas sao: &acidos graxos; terpendides; esterdides; fendis;
alcaldides; cumarinas, flavondides taninos etc (MACIEL et al., 2002; CECHINEL,;
YUNES, 1998).

Para a separacdo e purificacdo dos constituintes quimicos de extratos
vegetais, geralmente, empregam-se diferentes técnicas cromatograficas (CCD, CG,
CLAE) e a identificagcdo e determinacdo estrutural € realizada com o auxilio de
métodos espectroscopios de analise (CECHINEL; YUNES, 1998, PINTO et al.,
2002). As técnicas espectrais, como UV e IV usadas em conjunto e aliado a técnicas
de RMN (ressonancia magnética nuclear) uni e bidimensionais e espectroscopia de
massa podem ajudar a propor com maior seguranca a estrutura molecular de
substancias naturais (CECHINEL; YUNES, 1998).
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3.2 Agentes antimicrobianos e antifungicos

Segundo Fuchs e Wannmacher (2004) um dos grandes avancos da
humanidade foi a descoberta dos antimicrobianos, cuja eficacia corresponde a
capacidade de eliminar bactérias (efeito bactericida) ou inibir sua multiplicacédo
(efeito bacteriostatico). Ao longo das ultimas décadas, desde a descoberta das
penicilinas naturais, o avanco da industria farmacéutica levou ao surgimento de
diversos antimicrobianos, com espectro de acédo cada vez mais amplo (CUNICO et
al., 2004).

Os antimicrobianos atuam interferindo nos processos metabdlicos ou nas
estruturas dos microrganismos. Os principais pontos de acédo incluem a parede
celular bacteriana, a membrana citoplasméatica e a sintese de acido nucléico e
proteinas (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1996).

Os antibidticos que atuam na parede celular se caracterizam por inibirem a
sintese dos componentes do peptideoglicano, interferindo na funcdo de varias
enzimas que participam da sintese final desse composto, levando a lise da célula
bacteriana (TRABULSI ; ALTERTHUM, 2004).

O mecanismo de acdo dos antimicrobianos na membrana citoplasmatica se
caracteriza devido a presenca de grupamentos basicos (NH2) e de uma cadeia
lateral de acido graxo, provocando uma desorganizacdo da membrana, resultando
na morte celular (TRABULSE ALTERTHUM, 2004; PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1996).

Alguns antimicrobianos atuam ao nivel dos ribossomos inibindo a sintese
protéica, enquanto outros impedem a sintese do DNA, interferindo na replicacédo
cromossOmica (TRABULSI ; ALTERTHUM, 2004).

Fleming abriu para a humanidade possibilidades de tratar e curar doencas
infecciosas com o uso de antimicrobianos, modificando assim, o prognostico e
reduzindo as internacfes por esta causa. Mas 0 homem com o uso irracional dos
antibidticos e quimioterapicos antiinfecciosos tem contribuido para o surgimento de
bactérias e fungos resistentes e multirresistentes (TAVARES, 2000).

O género Candida pertence a familia Crytococcaceae, tratando-se de
organismos eucariotos que podem ser unicelulares ou multicelulares. S&o
geralmente caracterizados pela forma leveduriforme, podendo apresentar formas
arredondadas ou ovais que medem aproximadamente de 2,0 a 4,0 um (GUARRO,

1998) e reproduzem-se por brotamento ou gemulacéo.
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Algumas espécies, como C. albicans, apresentam a capacidade de
dimorfismo, ou seja, pode ser encontrada sob formas leveduriformes
(blastoconidios) no estado saprofitico, estando associado a colonizagdo
assintomética, ou como formas filamentosas (pseudohifas e hifas verdadeiras),
forma necessaria para invadir tecidos mais profundos em processos patogénicos
(MOLERO et al.,, 1998), além disso, neste fungo pode ocorrer a formacdo de
clamidésporos, que sdo esporos arredondados que possuem uma espessa parede
celular, permitindo a adaptacdo em diferentes sitios biolégicos (LACAZ;, PORTO;
MARTINS, 1991; CHAFFIN et al., 1998).

O grande interesse biolégico do dimorfismo € a capacidade do microrganismo
mudar de forma e isso estar associado diretamente a sua patogenicidade, cujo
critério mais importante € a inducdo para a forma micelial por macrofagos e
componentes do soro. A transicdo da forma leveduriforme para a forma filamentosa
pode ser realizada in vitro, com variagdes do ambiente como pH e temperatura, ou
por substancias como N-acetilglucosamina ou prolina (MOLERO et al., 1998).

Espécies do género Candida fazem parte da microbiota de cavidades (retal,
bucal, vaginal, uretral, nasal, aural) e da pele humanas. Estas espécies envolvem
um espectro amplo de doencas superficiais e invasivas (SEGAL e BAUM, 1994).
Sao consideradas patdgenos responsaveis por uma variedade de quadros clinicos,
desde desordens mucocutaneas, ndo comprometedoras ao individuo, a exemplo de
mulheres que desenvolvem candidiase vaginal, até infec¢cbes sistémicas,
principalmente quando fatores de risco estdo presentes nos hospedeiros humanos,
incluindo o uso prolongado e indiscriminado de antimicrobianos de amplo espectro,
uso de esteroides ou outras substancias imunossupressoras, diabetes mellitus, AIDS
e funcbes fagocitarias alteradas, podendo comprometer visceras como resultado de
disseminagdo hematogénica da levedura pelo organismo, complicacdes infecciosas
estas geralmente documentadas em pacientes criticos, portadores de doencas
degenerativas e/ou neoplasicas (SEGAL; BAUM, 1994; DIGNANI; SOLOMKIN;
ANAISSIE, 2003; WEIG; GROB; MUHLSCHLEGEL, 1998).

Cerca de 200 espécies de Candida foram descritas, e aproximadamente 10%
destas causam infeccdo (EGGIMANN; GARBINO; PITTET, 2003). As principais
espécies de interesse clinico sdo: Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida
tropicalis, Candida glabrata, Candida krusei, Candida guilliermondii e Candida
lusitaniae (COLOMBO e GUIMARAES, 2003). A espécie considerada predominante
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na infeccdo fungica da cavidade bucal em individuos imunocomprometidos € a C.
albicans, seguida ainda por outras espécies, como C. tropicalis, C. krusei, C.
glabrata, C.lusitaniae e C. parapsilosis (SAMARANAYAKE, 1992; REPENTIGNY,
LEWANDOWSKI ; JOLICOEUR, 2004).

Embora C. albicans seja a mais freqiientemente isolada de amostras clinicas,
as espécies nado-albicans estdo significativamente emergindo, entre elas como C.
dubliniensis, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis (HAZEN, 1995;
HAYNES, 2001).

Em consequéncia, numero progressivo de casos de doencas superficiais e
invasivas relacionadas a espécies emergentes de Candida tém sido relatados,
envolvendo isolados de Candida dubliniensis, Candida kefyr, Candida rugosa,
Candida famata, Candida utilis, Candida lipolytica, Candida norvegensis, Candida
inconspicua entre outras (COLEMAN et al., 1998).

O aumento de casos de candidiase causada por espécies ndo-albicans ainda
ndo é conhecida, porém pressupde-se que essas espécies emergentes apresentam
menor sensibilidade aos agentes antifungicos de uso clinico (COLLIN; CLANCY;
NGUYEN, 1999).

Em 1995, uma nova espécie de Candida, com caracteristicas morfologicas e
bioguimicas semelhantes as da C. albicans, foi descrita e denominada de C.
dubliniensis, sendo menos patogénica, mas com maior facilidade de desenvolver
resisténcia aos antifungicos triazélicos (SULLIVAN et al., 1995) sendo necesséria a
utilizacdo de métodos moleculares para diferencia-las.

Os relatos de quadros clinicos sistémicos relacionados a esta nova espécie
ainda sao raros, sendo a maior parte dos casos associados a infec¢cdes de mucosa
oral (KRCMERY; BARNES, 2002; BROWN et al., 2000).

Os determinantes da patogenicidade das espécies de Candida spp dependem
dos fatores de viruléncia, que aumentam sua capacidade de colonizar mucosas,
superficies sintéticas e de invadir tecidos, tais como adeséo as células e tecidos dos
hospedeiros, producdo de enzimas hidroliticas (proteases, fosfolipases, lipases,
hialuronidase e condroitina sulfatase), dimorfismo (formacé&o de tubo germinativo
com consequente desenvolvimento da forma filamentosa), alteracdo fenotipica da
morfologia celular e da colénia (switching fenotipico), variabilidade genotipica,

variabilidade antigénica, imunomodulacédo dos mecanismos de defesa do hospedeiro
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e hidrofobicidade da superficie celular (CALDERONE; FONZI, 2001; GHANNOUM ;
ABU-ELTEEN, 1990; EGGIMANN; GARBINO; PITTET, 2003).

A parede celular de Candida spp. é uma estrutura de grande importancia, pois
mantém a morfologia caracteristica de cada forma, levedura e hifa, e € o primeiro
local onde ocorre a interacdo entre o organismo e o ambiente. Por isso, estudos
relacionados a identificacdo e a distribuicdo dos componentes da parede celular
podem contribuir para o conhecimento do seu papel na patogénese fungica (ex.:
expressdo de adesinas e receptores para proteinas do hospedeiro; atividade
proteolitica extracelular; hidrofobicidade) (BORG ; RUCHEL, 1988; CALDERONE;
SCHELD, 1987; DOUGLAS, 1987; HAZEN, 1989; BOUCHARA et al., 1990; LOPEZ-
RIBOT et al., 1991).

As proteases sdo enzimas amplamente distribuidas na natureza, sendo
importante fator na patogénese de inumeras doencas microbianas, possuindo
funcdo relevante na adesdo, penetracdo, nutricdo, sobrevivéncia intracelular,
multiplicacdo e diferenciacdo celular (HUBE, 2000). Muitas espécies flingicas,
patogénicas ao homem, secretam proteases in vitro (RODRIGUES et al., 2003).

O numero de pacientes predispostos a infeccdes causadas por
microrganismos oportunistas, como espécies de Candida, vem crescendo
significativamente nesta Ultima década e os pacientes de risco para essa infeccao
seriam aqueles sob tratamento para o cancer, transplantados, portadores do HIV,
com disturbios enddcrinos, gravidez, deficiéncia de ferro, xerostomia e desordens
imunolégicas (SAMARANAYAKE e MacFARLANE, 1982; HUBE, 2000).

Verstrepen e Klis (2006) enfatizam, ainda, a notavel capacidade de formacéo
de biofilme a partir da propriedade de adesao de alguns fungos como C. albicans.
Esta caracteristica apresenta grande relevancia médica e industrial, jA que a
presenca de um biofilme maduro dificulta a acdo de antifungicos e pode tornar-se
um reservatério de células com caracteristicas de resisténcia a determinadas
drogas.

As candidiases sdo usualmente tratadas com derivados poliénicos
(anfotericina B) e imidazdlicos (fluconazol, cetoconazol, itraconazol). Sendo que as
espécies de Candida apresentam sensibilidade variada aos novos antifungicos em
desenvolvimento (PFALLER et al., 1999), e relatos de isolados resistentes a essas
substancias surgiram rapidamente na literatura (PRICE; LaROCCO; GENTRY, 1994;
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MATHEMA et al., 2001; SANT’ANA et al., 2002; CANTON et al., 2003; SANCHEZ-
VARGAS et al., 2005; HUBE, 2004; HAYNES, 2001).

O tratamento convencional contra as mais comuns infec¢gbes por Candida tem
sido realizado por aplicacdes tépicas de antifiingicos poli€nicos como a nistatina e
anfotericina. Porém, nos casos em que ha imunossupressdo esses antifiUngicos
podem nao ser efetivos, sendo necessaria a administracdo de agentes sistémicos
como o0 cetaconazol, anfotericina B, itraconazol (LUNEL; MEIS; VOSS, 1999;
JOHNSON et al., 1995).

O amplo uso de antifungicos tépicos e sistémicos em pacientes
imunossuprimidos, resultou em um aumento alarmante de microrganismos
resistentes a esses medicamentos. Essa resisténcia esta associada, principalmente,
com imunossupressao severa, reincidéncia as infeccbes e tempo de tratamento
prolongado (TEICHERT et al., 2002).

O tratamento para as infec¢cdes por Candida tem enfrentado o desafio da
resisténcia do microrganismo a droga de escolha, identificada como a maior causa
de falha terapéutica no tratamento de doencas causadas por fungos (BROSSCHE et
al.,, 1998; DIEKEMA et al., 2002), que por sua vez, tem seu efeito dependente da
espécie infectante, uma vez que a mesma droga pode sensibilizar C. albicans,
espécie mais susceptivel & maioria delas e ndo ter o mesmo efeito sobre C.tropicallis
gue exibe uma resposta fraca a maioria dos antifiangicos (SOBEL ; VASQUEZ,
2003).

Espécies de Candida desenvolvem resisténcia aos antifungicos por meio de
alteracdo na parede celular e membrana, dificultando a penetracdo do antifungico;
bomba de efluxo, removendo o antifingico da célula; mutacdo dos alvos dos
antifingicos, diminuindo sua capacidade de ligacdo; ativacdo de vias alternativas
gue aumentam o metabolismo dos antifungicos; sequestro dos antifUngicos em
organelas semelhantes a vacuolos; e alteragdo cromossomica (EGGIMANN;
GARBINO; PITTET, 2003).

O perfil de sensibilidade aos agentes antifungicos de diversas espécies de
Candida, principalmente os isolados clinicos, tem sido extensivamente investigado,
sugerindo a necessidade do desenvolvimento de metodologia para testes de
suscetibilidade aos antifungicos, a qual foi aprovada pelo, atualmente chamado,
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).
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Com a introducdo dos antifungicos triazdlicos, uma alternativa menos toxica
ficou disponivel para o tratamento das infec¢cbes fungicas sistémicas, porém
observouse a resisténcia adquirida de Candida albicans em pacientes que fazem
uso prolongado ou frequente desses medicamentos (SANGLARD; ODDS, 2002;
LUNEL; MEIS; VOSS, 1999; COLOMBO, 2000), e resisténcia intrinseca primaria ao
fluconazol de Candidas glabrata e krusei (PFALLER et al., 1998; PFALLER et al.,
1999).

Atualmente, medicamentos antimicrobianos e antifingicos apresentam um
limite de uso devido a baixa poténcia, pouca solubilidade, efeitos toxicos e
resisténcia de cepas bacterianas e fungicas aos medicamentos disponiveis
(SALVADOR et al., 2003).

A resisténcia a agentes antimicrobianos é grave e preocupante e requer nao
somente a pesquisa de novas substancias com propriedade antimicrobiana, mas
também o desenvolvimento de novas abordagens para o tratamento eficaz contra
infeccOes bacterianas e fungicas, uma vez que, entre as causas apontadas para o
fendbmeno estd o uso abusivo e indiscriminado de farmacos antimicrobianos
(CUNICO et al, 2004; BERQUO et al., 2004; SALVADOR et al., 2003). Assim, é
cada vez mais importante a busca de novos farmacos com poder biocida ou
biostatico e o desenvolvimento de novas abordagens para o tratamento de infec¢oes
(FALCAO et al., 2002; PEREIRA et al., 2004; CUNICO et al., 2004; BERQUO et al.,
2004; GALES et al,, 1997).

3.3 Familia Amaranthaceae — Alternanthera maritima

Amaranthaceae é uma familia de plantas angiospérmicas, estabelecida em
1789 por A. L. Jussieu (SIQUEIRA, 1994), pertence a classe Magnoliopsida ou
dicotiledbneas, pertencente a divisdo Magnoliophyta, ou plantas com flor, cujo
embrido (semente) contém dois ou mais cotilédones. Outras caracteristicas incluem
raiz axial e folhas com nervacéo reticulada. As partes florais podem ser pentameras
(mais frequentemente), as vezes tetrameras e, raramente, trimeras ou mondmeras.
Esta familia de plantas esta dentro da ordem Caryophyllales que apresenta cerca de
65 géneros e aproximadamente 1000 espécies de membros, constituida
principalmente por herbaceaes e arbustos. Esta dividida em quatro tribos: Celosieae,
Amarantheae, Braylineae e Gomphreneae (SIQUEIRA, 1994).
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A familia Amaranthaceae, possui ocorréncia predominante em zonas tropicais
e subtropicais e no Brasil ocorre principalmente na mata atlantica (SIQUEIRA, 1990),
nos cerrados e campos rupestres (SIQUEIRA, 1994/1989). Contém espécies com
importdncia etnoboténica, empregadas como ornamentais, alimenticias e
principalmente medicinais. De acordo com Borsch, Clemants e Mosyakin (2001),
membros da familia Amaranthaceae sdo dominantes em ecossistemas éaridos e
semi-aridos e apresentam uma seérie de caracteristicas e estratégias que permitem
gue sobrevivam em diferentes habitats e nas condicdes ambientais mais
desfavoraveis.

Muitas espécies de Gomphreneae tém apresentado, por exemplo, relatos de
atividade antimicrobiana, como A. brasiliana (PEREIRA et al., 2007), A. maritima
(SALVADOR et al., 2003/2004), Blutaparon portulacoides (SALVADOR et al., 2002),
Gomphrena martiana, G. boliviana (SIQUEIRA, 1992). Pomilio et al (1992) estudou a
atividade antimicrobiana de G. martiana e G. boliviana e, mais recentemente, Moura
et al (2004) descreve propriedades antimicrobiana a Gomphrena celosioides.

O género Alternanthera, pertencente a familia Amaranthaceae, tribo
Gomphreneae, apresenta diversas espécies que sao utilizadas na medicina popular.
Este género contém 180 espécies, sendo que destas, 30 ocorrem no Brasil
(SIQUEIRA ; GUIMARAES, 1984). O género Alternanthera tem se mostrado rico em
espécies promissoras quanto a atividade biolégica como antineoplasica (A.
brasiliana), antiviral @A. philoxeroides), antimicrobiana @. maritima e A. tenella) e
antioxidante (A. tenella). (SALVADOR et al., 2006; SIQUEIRA ; GUIMARAES, 1984;
SIQUEIRA, 1987).

A espécie A. maritima € uma herbdcea comumente encontrada nas restingas
brasileiras, porém néo é utilizada na medicina popular (SALVADOR et al., 2004).
Apesar disto, seus extratos tem apresentado diferentes atividades biol6gicas, como
antimicrobiana (SALVADOR et al., 2004), antioxidante OE SOUZA et al., 2006) e
imunomodulatéria (MORAES et al, 1994). Estudos quimicos prévios tém
demonstrado a ocorréncia de flavondides, saponinas e esterdides como ativos
majoritarios nos extratos deste vegetal, dentre outros compostos (Figuras 1 a 6)
(SALVADOR ; DIAS, 2004; SALVADOR, 2005; SOUZA et al., 2006). Além disso,
analise previa dos extratos deste vegetal mostrou que 0s mesmos apresentam
absorcéo na regido espectral do visivel compativel com aplicagdo em PDT, o que

encorajou o0 presente estudo para avaliagdo do efeito dos extratos deste vegetal
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Figura 1 Constituintes quimicos identificados de Alternanthera maritima - Flavondides (SALVADOR,
2005).
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Saponinas esteroidais

A7 — Estigmasterol glicosilado

HOH3C HOH3C

L) A9 — p-sitosterol glicosilado HO A10 — Espinasterol glicosilado

Figura 2 Constituintes quimicos identificados de Alternanthera maritima - Saponinas Esteroidas
(SALVADOR, 2005).

Esterdides
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Figura 3 Constituintes quimicos identificados de Alternanthera maritima - Esterdides (SALVADOR,
2005).
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Triterpenos

A35 - Acetato de o-amirina A36 - Acetato de p-amirina A37 - Acetato de lupeol

Figura 4: Constituintes quimicos identificados de Alternanthera maritima - Triterpenos (SALVADOR,
2005).

Acidos carboxilicos

COOH
O 2
/\(vﬁz\<0 y oci 5
OH
AB - Acido palmitico A13 - Acido vanilico

Figura 5: Constituintes quimicos identificados de Alternanthera maritima - Acidos Carboxilicos
(SALVADOR, 2005).

Substancias constituidas pelo grupo feniletil
2 7

HO NH H HO OH
= T
N
O
oo . HO
5
A25- 2-(3,4-diidroxifenil)-etilformamida A26- (3 4-diidroxifenil}-etanol

Figura 6: Constituintes quimicos identificados de Alternanthera maritima - Grupo Feniletil
(SALVADOR, 2005).
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3.4 Formulacdes Farmacéuticas Semi-sélidas

Formulacdes farmacéuticas semi-solidas, de maneira geral sdo onstituidas
principalmente por sistemas dispersos, estando dentro deste tipo de preparacoes,
por exemplo, 0s cremes, géis cremes e pomadas.

Emulsbes, de modo geral, sdo formas farmacéuticas que possibilitam
preparar misturas relativamente estaveis de dois liquidos imisciveis (oleoso e
aquoso), sendo a emulsificacdo o processo de preparacdo das emulsdes
(ANTUNES, 2002; DA FONSECA; PRISTA, 2000; THOMPSON, 2006; ALLEN, 2004;
DIAZ et al., 2002; PRISTA ; ALVES, 1967). Em uma emulsdo uma fase esté dispersa
em uma segunda fase formando goticulas, cujo diametro varia de 0,1 a 10 um, mas
nao ultrapassa de 100 um de diametro. Assim, uma emulséo consiste de uma fase
dispersa (fase interna ou descontinua) em um meio dispersante (fase externa ou
continua) e um agente emulsificante (ANTUNES, 2002; DA FONSECA ; PRISTA,
2000; THOMPSON, 2006; ALLEN, 2004; DIAZ et al., 2002; PRISTA; ALVES, 1967).

Pés insolluveis e solucdes aquosas podem ser incorporadas por espatulacéo
ou utilizando um almofariz ou um pistilo. E prudente utilizar um agente levigante,
como a glicerina ou o propilenoglicol, para auxiliar a mistura do pé insolavel a
emulsdo. Materiais na forma cristalina deveriam ser dissolvidos em uma pequena
guantidade de agua, antes de sua adicdo a emulsdo. Materiais hidrossoluveis
podem ser adicionados pela dissolu¢cdo do p6 em uma pequena quantidade uniforme
do dleo no veiculo. Geralmente € mais facil adicionar componentes hidrossoluveis.
Quando se emprega aquecimento para incorporar a um veiculo O/A é importante
trabalhar rapidamente, visto que a agua pode evaporar rapidamente. Quando isso
ocorre, 0 produto tera seu volume alterado e, no caso de um semi-sdlido, pode ficar
muito consistente e com aspecto seroso (ALLEN, 2004).

Os 6leos e os pos lipossoluveis podem ser diretamente incorporados na fase
externa ou dissolvidos em pequena quantidade de 6leo e entdo incorporados a
emulsdo por espatulacdo ou utilizando um almofariz e um pistilo. As substancias
insoluveis na fase aquosa e oleosa devem ser levigadas com um agente levigante
lipossoluvel e adicionadas a emulsdo. As substancias hidrossoliveis podem ser
dissolvidas em pequena quantidade de agua e incorporadas a emulsdo. Na maioria
das emulsdes A/O, existe agente emulsificante suficiente para emulsificar

guantidades razoaveis de solucbes aquosas de um farmaco, que podem ser
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incorporadas por espatulagcdo com o almofariz e o pistilo ou com aquecimento suave
em banho-maria (ALLEN, 2004).

Uma emulsédo 6leo em agua (O/A) ocorre quando a fase dispersa é apolar
(6leo) e o meio dispersante € polar (dgua). S&o misciveis com agua, lavaveis com
agua, podem absorver agua, ndo sao oclusivas e ndo sao untuosas (ANTUNES,
2002; DA FONSECA ; PRISTA, 2000; THOMPSON, 2006; ALLEN, 2004; DIAZ et al.,
2002; PRISTA ; ALVES, 1967).

Emulsédo agua em 6leo (A/O), a fase dispersa é a agua e o meio dispersante
€ 0 Oleo. Séo insoluveis em agua, ndo sdo lavaveis com agua, podem absorver
agua, sao oclusivas e podem ser untuosas (ANTUNES, 2002; DA FONSECA;
PRISTA, 2000; THOMPSON, 2006; ALLEN, 2004; DIAZ et al., 2002; PRISTA;
ALVES, 1967).

O proposito do uso de um agente emulsificante € de manter a estabilidade da
emulsao, reduzindo a tenséo interfacial (tensoativo), diminuindo a tendéncia que as
goticulas tém para coalescer ou agrupar-se em micelas maiores, com eventual
separacao das duas fases, ou por aumentarem a viscosidade da fase externa da
emulsdo. Logo, a estabilidade de uma emulsdo depende das propriedades do
emulsificante (ANTUNES, 2002; DA FONSECA; PRISTA, 2000; THOMPSON, 2006;
ALLEN, 2004; DIAZ et al., 2002; PRISTA; ALVES, 1967).

Entre os tensoativos empregam-se substancias hidrossollveis, indispensaveis
nos cremes de O/A, enquanto que para os cremes tipo A/O utilizam-se compostos
oleossoluveis. Os produtos que atuam aumentando a viscosidade da fase externa
sao hidrossoluveis e, sdo aplicaveis aos cremes de 6leos em agua, enquanto que 0s
lipossoluveis podem auxiliar a estabilizacdo de cremes de agua em 6leo (DA
FONSECA ; PRISTA, 2000).

As emulsdes podem ser divididas em trés tipos em funcdo da carga elétrica
do emulsionante utilizado. As emulsGes anibnicas proporcionam liberacdo mais
rapida dos principios ativos, quando comparadas com as nédo idnicas. Porem, devido
a sua carga negativa, sdo incompativeis com ingredientes catibnicos com
substancias que reduzem o pH a valores inferiores a 4 (ANTUNES, 2002; DA
FONSECA ;PRISTA, 2000; THOMPSON, 2006; ALLEN, 2004; DIAZ et al., 2002;
PRISTA ; ALVES, 1967).

As emulsdes catidnicas séo aplicadas para condicionamento dos cabelos. Os

emulsionantes catibnicos possuem alto potencial de irritabilidade na pele e mucosas,
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em comparagdo aos outros tipos de emulsionantes (ANTUNES, 2002; DA
FONSECA ; PRISTA, 2000; THOMPSON, 2006; ALLEN, 2004; DIAZ et al., 2002;
PRISTA; ALVES, 1967).

Os emulsionantes nao idnicos ndo apresentam carga elétrica predominante e
sao os emulsionantes que permitem maior flexibilidade de uso na preparacao de
emulsdes por serem compativeis com a maioria dos principios ativos e atuam na
faixa de pH de 2,0 a 12,0 (ANTUNES, 2002; DA FONSECA; PRISTA, 2000;
THOMPSON, 2006; ALLEN, 2004; DIAZ et al., 2002; PRISTA; ALVES, 1967).

Os cremes sao soélidos macios ou liquidos viscosos, opacos e destinados as
aplicacOes externas. Eles podem conter medicamentos dissolvidos ou suspensos
em emolientes ou evanescentes. Portanto, podem ser tanto do tipo A/O quanto O/A
(ANTUNES, 2002; DA FONSECA; PRISTA, 2000; THOMPSON, 2006; ALLEN, 2004;
DIAZ et al., 2002; PRISTA ; ALVES, 1967).

O termo “creme” € mais frequentemente aplicado as preparacdes
cosmeticamente aceitaveis, do tipo O/A. Sdo usados geralmente em lesdes umidas
ou exudativas, por possuirem um efeito “secativo”, uma vez que os fluidos seréo
misciveis com a fase externa aquosa do creme(ANTUNES, 2002; DA FONSECA;
PRISTA, 2000; THOMPSON, 2006; ALLEN, 2004; DIAZ et al., 2002; PRISTA;
ALVES, 1967).

Os cremes A/O tém indicacdo para as dermites subagudas com pele fina e
ressecada e com risco de rachadura ou ja rachada e também tem indicacdo em
dermites cronicas recentes com escassa descamacao ou discreta ceratose, porem,
elevando a porcentagem de 6leo (ANTUNES, 2002; DA FONSECA,; PRISTA, 2000;
THOMPSON, 2006; ALLEN, 2004; DIAZ et al., 2002; PRISTA ; ALVES, 1967).

Os géis sao formados por macromoléculas organicas ou inorganicas, com
propriedades de reter moléculas de agua em sua estrutura, originando dispersdes
viscosas. Existem os géis inorganicos, derivados de silica que apesar de serem bem
tolerados sdo muito ressecantes para a pele (ANTUNES, 2002; DA FONSECA;
PRISTA, 2000; THOMPSON, 2006; ALLEN, 2004; DIAZ et al., 2002; PRISTA;
ALVES, 1967).

Os géis possibilitam um excelente sistema para liberacdo de farmacos por
diferentes vias de administracdo e sdo compativeis com diversas substancias. Géis
contendo promotores de penetracdo sado especialmente populares para

administracdo de medicamentos antiinflamatério e antieméticos. Eles séo
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relativamente faceis de preparar e muito eficazes (ANTUNES, 2002; DA FONSECA;
PRISTA, 2000; THOMPSON, 2006; ALLEN, 2004; DIAZ et al., 2002; PRISTA;
ALVES, 1967).

A pele humana é essencialmente constituida de trés camadas de tecidos: a
epiderme celular, estratificada e avascular, é limitada ao exterior por uma camada
cérnea e no interior por uma camada basal germinativa; a derme é formada de
tecido conjuntivo, que € uma camada fibrosa na qual circulam vasos capilares e
linfaticos e a hipoderme que separa a derme dos tecidos subjacentes. Sua
constituicdo varia muito segundo a regido do corpo, e contem algumas paniculas
subcutaneas (ANTUNES, 2002; AULTON, 2001).

A pele é coberta de pélos que sado inclusos numa depressédo cutanea, que
constitui o foliculo piloso e as glandulas sebaceas; a pele lisa das solas dos pés e
palmas das méos produz uma epiderme espessa com estrato coérneo compactos,
mas nao contem foliculos pilosos e nem glandulas sebaceas. As glandulas
sudoriparas sdo constituidas por um longo tubo que entra na hipoderme, enrolando-
se (ANTUNES, 2002; AULTON, 2001).

A pele desempenha fungdes variadas: como fungdo mecanica que confere
elasticidade a pele; funcdo protetora através de barreira microbiolégica, que auxilia
na protecdo com a perda de cornedcitos (escamas) juntamente com a microbiota
normal da pele; barreira quimica barrando a entrada de moléculas indesejadas do
meio externo; barreira a irradiacdes através de producdo de melanina pelos
melandcitos; barreira térmica e regulacdo de temperatura para conservar o calor e
para a perda de calor, mantendo a temperatura corporea a 37°C; e barreira elétrica
uma vez que a pele seca confere maior resisténcia e impedéncia comparado a
outros tecidos bioldgicos (ANTUNES, 2002; AULTON, 2001).

A pele constitui uma barreira muito eficaz, mas pode ser atravessar por
pequenas quantidades de substancias lipofilicas capazes de penetrar nas camadas
corneas. Se estas substancias possuem também uma determinada hidrofilia, pode
ocorrer uma difusdo mais profunda e as vezes uma absorcéo sistémica (ANTUNES,
2002; AULTON, 2001).

Os farmacos aplicados na pele podem tanto agir no local da aplicagdo, como
produzir efeitos sistémicos, que é a capacidade do farmaco, apGs penetrar a derme,

de atravessar a parede dos capilares sanguineos, que situam-se bem abaixo das
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células da epiderme, encontrando acesso imediato a circulagdo geral (ANSEL,;
POPOVICH; ALLEN, 2000).

O mecanismo de penetracdo dos principios ativos é muito complexo, e
depende de muitos fatores como a natureza do principio ativo, propriedades fisicas e
mecanicas, solubilidade, a presenca ou ndo de tensoativos, e a quantidade de
excipiente que o carrega, bem como a regido de aplicagdo, levando em
consideracdo a quantidade de foliculos pilosos e a camada de queratina; grau de
hidratacdo da pele e pH da emulsdo (ANTUNES, 2002; PRISTA; ALVES, 1967).

Pomadas, cremes e pastas sdo preparacbes semi-solidas nas quais o
farmaco € contido em base adequada de carater hidréfilo ou hidréfobo. Essas bases
tém papel importante na formulacdo dessas preparacdes e nao existe uma que seja
universalmente adequada como carreadora de todos os principios ativos ou para
todas as indicacdes terapéuticas. A base adequada € determinada individualmente
para proporcionar a velocidade de liberacdo, as qualidades de permanéncia depois
da aplicacédo e a textura desejada (ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000).

As pomadas e cremes geralmente sdo indicadas quando se € necessario
acdo terapéutica, ja as pastas sdo indicadas para quando se necessita acao
protetora, pois estas contém mais materiais solidos, tornando-as mais duras e
menos penetrantes, 6tima para lesfes cutdneas pela capacidade protetora e de
absorcao de corrimentos serosos das lesdes (ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000).

As pomadas sdo misturas simples de farmacos em uma base, enquanto que
0s cremes sdo emulsdes semi-solidas do tipo 6leo em agua ou agua em 6leo e em
geral sdo menos viscosos e mais suaves (ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000).

Os cremes evanescentes geralmente sdo emulsdo de 6leo em agua que
contém grande porcentagem de agua e de acido estearico. Apos a aplicacdo a agua
evapora deixando um fino filme residual de acido estearico ANSEL; POPOVICH;
ALLEN, 2000).

A industria farmacéutica geralmente comercializa suas preparacdes tépicas
em forma de pomada e de creme, sendo indicado de acordo com a preferéncia do
paciente e do médico (ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000).

Muitos pacientes e medicos preferem cremes as pomadas devido ao seu
carater ndo gorduroso, tornando-os mais faceis de aplicar, e a sua capacidade de
“evanescer” ao serem esfregados na pele, tornando-os mais faceis de remover
(ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000).
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As pomadas ou cremes de consisténcia elevada sdo destinados a aplicacao
sobre a pele. As matérias-primas vegetais incorporadas abrangem desde as sdlidas,
como extratos secos e pos, até as liquidas, como solugbBes extrativas nos mais
diversos sistemas de solventes (TOLEDO et al., 2003).

Gel é uma das formas farmacéuticas e cosmética mais aceitas recentemente.
Os géis devido a sua aparéncia cristalina (efeito visual), por transmitirem sensacéo
de bem estar por serem muitas vezes lavaveis com &gua, hidrossoluveis,
higroscopicos, ndo gordurosos e também por atuarem como bases de absorcéo,
fazem com que o consumidor e os profissionais de saude apreciem a idéia de
pureza e refrescancia (ANTUNES, 2002; DA FONSECA;PRISTA, 2000;
THOMPSON, 2006; ALLEN, 2004; DIAZ et al., 2002; PRISTA; ALVES, 1967). Géis
sao sistemas semi-sélidos nos quais o movimento do meio dispersante é restrito por
uma rede tridimensional de particulas interlacadas ou macromoléculas solvatadas
presentes na fase dispersa. Pode estar envolvido um alto grau de interacdes fisicas
ou quimicas. O aumento da viscosidade causado pelo entrelacamento e
consequente atrito interno é responsavel pelo estado semi-sélido (ALLEN, 2004).

As resinas de carbopol sdo o0s agentes gelificantes mais comumente
utilizados. Existem varios tipos de resinas de Carbopol que atribuem caracteristicas
distintas ao gel produzido. Quando dispersa em agua, a resina de Carbopol umecta
e forma uma dispersao aquosa (resina/agua) com valor de pH na faixa de 2,8 a 3,2.
Neste estado pré-dissolvido a molécula de Carbopol estd extremamente enrolada e
sua capacidade espessante € limitada. Para obter o espessamento € necessario a
neutralizagdo com bases inorganicas, como o hidroxido de sédio ou aminas de baixo
peso molecular (trietanolamina, por exemplo). Ao acrescentar trietanolamina ou
hidréxido de sédio, o polimero (Carbopol) “estica”, devido a neutralizacdo dos grupos
carboxilas presentes no polimero (ALLEN, 2004).

3.5 Laser

Albert Einstein, em 1917, formulou a Teoria da Emissédo Estimulada, onde o
atomo, em condicdes especiais, pode ser excitado para um nivel quantico energético
mais alto, a partir do processo de bombardeamento de um meio ativo. Apos
excitacdo do atomo para niveis superiores de energia, observa-se a emisséo

espontanea de energia, onde o excesso de energia acumulado pelo atomo é
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liberado na forma de um par de fétons coerentes que apresentam a mesma
freqiéncia, comprimento e direcdo, originando o feixe de laser que possui mais
poténcia do que outras radiagbes Opticas, assim o atomo retorna do seu estado
excitado para um nivel inferior de energia (PINHEIRO, 1998).

A palavra LASER é a abreviatura de “Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation”, ou seja, amplificacdo da luz por emissdo estimulada de
radiacdo. Laser € um aparelho que gera ou amplifica radiacdo Optica coerente na
regido do infravermelho, visivel e ultravioleta do espectro eletromagnético. Os feixes
de radiacdo emitidos pelos lasers possuem importantes caracteristicas de
monocromaticidade, coeréncia espectral ou espacial (Unica direcdo) e coeréncia
temporal (coeréncia dos fotons, amplificando a intensidade do laser) (BRUGNERA ;
PINHEIRO, 1998).

Na década de 60 o cientista Theodore Maiman, desenvolveu o primeiro
emissor de laser de rubi, usando uma barra de rubi sintético. Também na década de
60 houve o desenvolvimento dos lasers de hélio-nednio (He-Ne), neodimio-itrio-
aluminiogranada (Nd-YAG) e di6éxido de carbono (CO,) (BRUGNERA, 2003). O laser
terapéutico, sem efeito de corte, mas com ag¢ao biomoduladora, foi criado em 1965,
por Sinclair e Knoll (BRUGNERA, 2003).

Mester, em 1968, foi o primeiro a empregé-lo na clinica médica e defendia a
idéia de que os lasers de rubi e argénio, em baixa intensidade, aceleravam a cura de
Ulceras cronicas (REDDY, 2004).

No final da década de 70, surgiram os lasers terapéuticos arsenieto de galio
(GaAs) e arsenieto de galio aluminio (GaAlAs), na faixa infravermelha, com emissao
de luz visivel, variando de 660 a 904 nm (ORTIZ et al., 2001).

Desta forma o laser comecou a ser utilizado na area da saude como
coadjuvante no tratamento de doencas de pele e pequenos tumores. Atualmente o
uso da radiacdo laser pode ser observado em quase todas as areas de tratamento
de salde com elevado indice de sucesso (BRUGNERA; PINHEIRO, 1998; MIDDA,
RENTON-HARPER, 1991).



3.5.1 Dosimetria, Densidade de Energia, Fluéncia

Dosimetria, densidade de energia e/ou fluéncia expressa a dose de
tratamento, é a energia total transmitida por um feixe laser por unidade de area,
medida em Joule por centimetro quadrado (J/cm?) (GENOVESE, 2000), ou seja, é a
relacdo entre a energia administrada por um emissor laser e a superficie de
irradiacao do raio de luz laser (BRUGNERA, 2003). O termo refere-se a unidade de
superficie irradiada e ndo a totalidade de energia emitida (ALMEIDA-LOPES;
MASSINI, 2002), sendo o critério de verificacdo da eficacia e referéncia da
reprodutibilidade da terapia. Logo a dosimetria esta diretamente relacionada com o
sucesso ou insucesso do tratamento e/ou diagnéstico (BRUGNERA; VILLA;
GENOVESE, 1991; BRUGNERA, 2003).

Densidade de Energia (J/cm?) = Energia (J)

Area (cm?)

3.5.2 Poténcia

Poténcia é a capacidade do aparelho fornecer energia e provocar maior ou
menor reacao fotobioldgica, ou seja, a poténcia relaciona o trabalho realizado por
uma forca, com o tempo gasto para realizar esse trabalho (GENOVESE, 2000) e é

representada pela formula:

Poténcia (W) = Energia (J)

Tempo (segundos)

3.5.3 Densidade de Poténcia, Irradiancia

A densidade de poténcia, ou irradiancia, € a poténcia da saida da luz por area
irradiada, medida em Watts por centimetro quadrado (W/cm?). Ressaltando, que
variacdes na densidade de poténcia, do tempo de irradiagdo ou de ambos podem
resultar em uma mesma dose de luz (WAINWRIGHT, 1998).
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Densidade de Poténcia (W/cm?) = Poténcia (W)

Area (cm?)

3.5.4 Caracteristicas da luz laser

Os lasers aparecem em uma grande variedade de formas e séo
caracterizados pelo comprimento de onda, pelo tipo de material ativo utilizado e
técnicas de bombeamento ou ativacdo. Os feixes de radiacdo emitidos pelo laser
possuem importantes caracteristicas de monocromaticidade (pureza espectral), que
indica que o0 meio que gera o feixe laser corresponde a um uUnico comprimento de
onda, garantindo a seletividade; a colimagéo ou coeréncia espacial (direcionalidade),
gue se refere ao grau de paralelismo do feixe laser, com divergéncia angular muito
pequena, permitindo que, por meio de um sistema de lentes, se consiga concentrar
toda a energia do laser de uma forma precisa em um ponto focal; e coeréncia
temporal (intensidade), que € a sincronicidade das ondas de luz, ou seja, quando os
foétons estdo ajustados em um plano espacial, paralelos entre si, amplificando a
intensidade do laser (Figuras 7 e 8) (ORTIZ et al.,, 2001; MIDDA; RENTON-
HARPER, 1991; GENOVESE, 2000; KNAPPE; FRANK; ROHDE, 2004).

Laser Coeréncia

Espacial

E

Coeréncia
Temporal

Figura 7: Coeréncia temporal e espacial, sincronizagdo do movimento da onda devido a emisséo
estimulada que gera fétons coerentes cujas energias somam-se e propagam-se na mesma direcdo no
tempo e no espaco.
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Luz Laser

Luz Normal

Intensidade

Comprimento de Onda

Figura 8: Monocromaticidade, fotons da mesma cor, mesmo comprimento de onda, mesma
freqiéncia e energia.

3.5.5 Tipos de Laser

Os lasers sao classificados em laser cirargico ou de alta poténcia e laser nao

cirdrgico ou de baixa poténcia (ORTIZ et al., 2001).

a) Laser Cirargico

O laser cirurgico é conhecido como laser de alta poténcia, laser ablativo, hard
laser, laser de alta intensidade de energia (HILT-High Intensity Laser Treatment).
Causa fotodestruicdo celular por elevacdo da temperatura do tecido com acgao
fototérmica que desnatura o conteddo protéico da célula, o que determina
propriedades de wrte, coagulacdo, vaporizacdo do contetudo hidrico da célula e
carbonizagéo do tecido (Figura 9) (GENOVESE, 2000; BRUGNERA, 2003). Os trés
componentes mais comuns desse grupo sdo os lasers de argbnio, de CO2 e Nd-
YAG (PINHEIRO ; FRAME, 1992).
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Temperatura 45° 45 - 50° 60 - 65° 90 - 100° Vérias centenas °C
Sem Altera¢des Desnaturacéo Vaporizagéo do Carbonizagao,
Processo alteragéo enzimaticas protéica citoplasma vaporizagéo e
orgénica e celular e combustéo
sem dano dessecacéo e
tecidual retracéo do
irreversivel tecido

Figura 9: Efeitos do laser de alta poténcia sobre o tecido em temperaturas crescentes (KNAPPE;
FRANK; ROHDE, 2004).

b) Laser Terapéutico

O laser terapéutico possui baixa poténcia e € também denominado laser
clinico ou nao-cirargico, laser ndo-ablativo, laser frio, soft laser, LILT (Low Intensity
Level Treatment) ou LLLT (Low Level Laser Therapy). Os lasers terapéuticos mais

comumente empregados sio:

Hélio-Nebnio (He-Ne), que apresenta comprimento de onda na faixa do visivel
(632,8 nm) de cor vermelha,

Diodo ou semicondutores, arsenieto de galio (GaAs), que atua no infravermelho e
varia de 830 nm a 920 nm;

Arseneto de galio aluminio (GaAlAs), que apresenta comprimento de onda desde
o vermelho ao infravermelho, variando entre 620 e 830 nm, com caracteristicas
semelhantes ao He-Ne (PINHEIRO, 1998; GENOVESE, 2000).

Na maioria dos semicondutores, a energia € liberada na forma de calor,
porém, em materiais como o galio, o aluminio e o arsénio, é liberada na forma de
fétons (PINHEIRO, 1998).

Com o0s avancos tecnoldgicos em microeletrbnica tém possibilitado a
construcdo e comercializagdo de um tipo alternativo de diodos geradores de laser,
construido com uma mistura dos elementos Galio, Aluminio, indio e Fésforo
(InGaAlP), a fim de substituir ampolas de HeNe, diminuindo os custos de producao e
de aquisicdo. Esse equipamento laser diodo de fosfeto de indio galio aluminio
(InGaAlIP), gera laser com comprimento de onda dentro do espectro vermelho
visivel, 600 a 680 nm com poténcia entre 10 e 50 mW (WALSH, 1994), sendo
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compativel com aqueles comprimentos de onda derivados do HeNe, porém, ainda
séo poucas as publicacdes referentes aos efeitos benéficos relacionados a esse tipo

de laser.

c) Acao de Laser Terapéutico

A terapia laser de baixa poténcia tem sido amplamente empregada ha
medicina com varias finalidades, como na bioestimulacdo tecidual, promovendo a
hemostasia e estimulacéo da cicatrizacdo (PINHEIRO e FRAME, 1992); no alivio da
dor (acdo analgésica); no controle no processo inflamatorio com reabsorcdo do
edema e Inativacdo de catabdlitos intermediarios (GENOVESE, 2000); em
patologias cutédneas possui a capacidade de estimular a proliferacéo de fibroblastos,
além de diminuir o edema local, favorecendo a neovascularizacdo (BELKIN;
SCHWARTZ, 1989); e na regeneracédo 6ssea (SATO; SHIMIZU, 1997).

Pela acdo de mediadores quimicos, o efeito do laser terapéutico pode
alcancar sitios anatdomicos distantes. Desta forma, os efeitos do laser terapéutico
ndo se limitam ao local de aplicacédo (Figura 10). Além disso, o laser terapéutico tem
efeito no tecido saudavel e nas feridas em individuos saudaveis (TUNER ;HODE,
1998).
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Figura 10: Conversdo de energia em processos estimulados por luz.

3.6 Terapia Fotodinamica (PDT)

A terapia fotodindmica representa um sistema terapéutico que envolve a
administracdo de um agente fotossensibilizador seguida pela ativacdo do mesmo
pela luz, resultando em uma sequéncia de processos fotoquimicos e fotobiolégicos
gue geram produtos fototdxicos danosos a célula-alvo (DOUGHERTY et al., 1998;
BLISS et al., 2004). Sendo assim, a terapia fotodinAmica baseia-se na administracao

topica ou sistémica de um corante ndo toéxico sensivel a luz, seguida de irradiacao
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em baixas doses com luz visivel de comprimento de onda adequado (FUCHS;
THIELE, 1998; PERUSSI, 2007).

Em 1900, data a primeira demonstracdo de fotossensibilizacdo letal de
células, o aluno de medicina Oscar Raab, juntamente com seu professor Herman
Von Tappeiner, verificou que a acridina vermelha, em baixas concentracfes, quando
exposta a luz normal do dia apresentava efeito de inativagdo do Paramecium,
protozoario causador da malaria, o0 que ndo era observado no escuro (KESSEL,
2004). No mesmo ano, o neurologista francés Prime, observou que ao utilizar eosina
oral no tratamento de epilepsia, esta induziu dermatites nas areas da pele expostas
ao sol. A partir desta descoberta, Von Tappeiner e o dermatologista Jesionek
iniciaram a utilizacdo da associacdo de eosina topica e luz branca para o tratamento
de tumores cutaneos. Partindo deste principio, Von Tappeiner e Jodlbauer em 1907,
demonstraram a necessidade da presenca de oxigénio nas reacdes de
fotossensibilizacdo e nomearam o termo “acdo fotodindmica” para descrever o

fendbmeno.

3.6.1 Fotossensibilizadores

Fotossensibilizadores sdo agentes, geralmente exdgenos, que, sob
iluminacdo em determinado comprimento de onda e na presenca de oxigénio
encontrado nas células, produzem espécies reativas de oxigénio (EROs), que sao
citotoxicas (CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004; RIBEIRO; GROTH, 2005;
PERUSSI, 2007). Os fotossensibilizadores podem ser administrados por via tépica,
intralesional e sistémica antes da subsequente exposicao a luz (ORTH et al., 2000).

Os fotossensibilizadores podem ser hidrofilicos, lipofilicos ou anfifilicos. Essa
caracteristica afeta os parametros fotofisicos e a eficacia do fotossensibilizador,
assim como determina a via de administracdo in vivo do mesmo: oral, endovenosa,
intraperitoneal ou topica. Fotossensibilizadores hidrofébicos tém alta tendéncia a
agregacao em meio aquoso e necessitam de conjugacdo com outras moléculas
como, por exemplo, lipossomos (NYMAN; HYNNINEN, 2004). Os
fotossensibilizadores hidrofilicos podem acumular-se rapidamente na lesdo e
rapidamente serem excretados. Essa propriedade pode ser vantajosa para prevenir

fotossensibilidade cutanea ao corante (SEGUCHI et al., 2002).
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Grande parte das moléculas fotossensiveis tem em sua estrutura um anel
heterociclico similar aquele presente na clorofila e hemoglobina. Quando moléculas
fotossensiveis sdo expostas a luz, a energia luminosa é capturada e posteriormente
é transferida para outras moléculas, resultando na liberacdo de espécies reativas de
oxigénio, que interagem com o0s sistemas bioldgicos e produzem dano tecidual
(ACKROYD et al., 2001).

A habilidade de um componente em absorver uma luz incidente ndo significa
necessariamente que ele possa atuar como um fotossensibilizador. Outros requisitos
importantes sdo que ele ndo apresente caracteristicas toxicas para as células do
hospedeiro, além de permanecer em estado excitado por tempo suficiente para
permitir a sua interacdo com as moléculas vizinhas e produzir espécies citotoxicas
capazes de causar a morte celular (bacteriana) (ACKROYD et al, 2001,
MACROBERT; BOWN; PHILLIPS, 1989).

O fotossensibilizador ideal caracteriza-se por baixa toxicidade apds a
administracdo, nao induzindo reacdo alérgica nem hipotensao e deve absorver a luz
no espectro vermelho ou vermelho-distante. Deve, também, ser facilmente
sintetizado, ser um composto puro, hidrossolivel e ser eliminado rapidamente pelo
paciente (CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004). Ainda, deve ser biologicamente
estavel, fotoquimicamente eficaz, seletivo e minimamente toxico aos tecidos normais
(GARCEZ et al., 2003).

A maioria dos fotossensibilizadores que estdo sendo empregados ou
investigados para o tratamento do cancer e outras doencas € baseada em nucleos
tetrapirrélicos incluindo porfirinas, clorinas, bacterioclorinas e ftalocianinas, devido a
sua baixa toxicidade na auséncia de luz em células de mamiferos e por suas
propriedades de localizagdo de tumor (DETTY; GIBSON; WAGNER, 2004,
PERUSSI, 2007).

A terapia fotodindmica antimicrobina (APDT) em sua maioria, emprega
fotossensibilizadores derivados de corantes vitais que se caracterizam por nao
serem toxicos as células humanas em concentracdes superiores as requeridas para
a Inativagdo microbiana efetiva (WAINWRIGHT, 1998). Desta forma, o0s
fotossensibilizadores que tém sido estudados para a erradicacdo de
microorganismos pertencem a diferentes grupos de compostos, tais como 0s

xantenos halogenados (Rosa de Bengala — RB), fenotiazidicos (Azul de toluidina O —
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TBO, Azul de Metileno — AM), acridinas e conjugados de clorina (es) (PERUSSI,
2007).

a) Hematoporfirinas

Os fotossensiblizadores podem ser classificados por sua estrutura quimica ou
por sua familia. A primeira familia descoberta foram os derivados da hematoporfirina
(HpD), tais como protoporfirina (Figura 11) e hidroxietilvinildeuteroporfirina, cuja
natureza exata deste composto ainda é controversa, o componente ativo da HpD
tem recebido o nome DHE e esta disponivel no comércio como Photofrin®, farmaco
de primeira geracdo, que é uma preparacao semipurificada do HpD que constituem
o principal grupo de medicamentos com aplicacao clinica em PDT e foi o primeiro
fotossensibilizador a obter aprovacéo regular para tratamento de cancer em varios
paises (ACKROYD et al., 2001; KANTONIS ; TRIKERIOTIS; GHANOTAKIS, 2007).

O Photofrin® é relativamente seguro e atéxico, porém o0s pacientes devem
evitar a luz solar por cerca de oito semanas ap0s o uso, além disso, a falta de
absorcdo em um comprimento de onda maior que 650 nm resulta em uma agao
antineoplasica pouco eficaz (Figura 12) (SALVA, 2002; CASTANO; DEMIDOVA;
HAMBLIN, 2004).
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Figura 11: Estrutura quimica da hematoporfirina (A) e protoporfirina (B).
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Figura 12: Representacéo da estrutura do agente fototerapéutico Photofrin®.

b) Acido Aminoleculinico (ALA)

O é&cido aminolevulinico (ALA) (Figura 13), precursor da hematoporfirina, ndo
apresenta fotossensibilidade sistémica quando aplicado topicamente e se
caracteriza por ser uma substancia pouco reativa que necessita de alta energia ou
tratamentos mais longos com o inconveniente de ser acompanhado de
sintomatologia dolorosa durante a aplicacao (SALVA, 2002).

Sua utilizacdo em PDT € com base na formacéo e acumulacdo enddgena de
protoporfirina IX (PplX) ap6s a administracdo topica de acido aminolevulinico. A
protoporfirina IX (PpIX) € um precursor do heme, que se forma e acumula
preferencialmente em tecidos com rapida renovacéo, e pertence a segunda geragao
de fotossensibilizadores, (KENNEDY; POTTIER; PROSS, 1990; ACKROYD et al.,
2001; PERUSSI, 2007; UEHLINGER et al., 2000).

Embora a formacgao altamente regulada de protoporfirina IX exista em quase
todas as células nucleadas (que contenham mitocondrias), o acumulo se da
principalmente em tecidos com alta atividade celular. O fenbmeno de acumulacéao do
fotossensibilizadores em tecidos doentes ndo é especifico para doengas neoplésicas
ou pré-neoplasicas. A sintese do acido aminolevulinico é normalmente controlada
com rigor pela enzima ALA sintetase, provavelmente através do nivel intracelular de
heme. Quando o acido aminolevulinico é fornecido a célula, subverte esse controle e
resulta na acumulacdo da protoporfirina 1X, que é convertida para heme pela
ferroquelatase pela adicado de ferro ao nucleo da protoporfirina IX. Uma vez que esse

processo € lento, altos niveis de protoporfirina IX sédo encontrados no tecido, embora



para produzir um efeito fotodindmico necessite de exposic¢ao a luz (PERUSSI, 2007).

O diagnostico fotodindmico empregando o acido aminolevulinico (ALA) tem
sido largamente realizado durante os Ultimos anos em muitos institutos do Japéo e
Alemanha, objetivando detectar tumores cerebrais tipo gliomas. O procedimento nao
€ complexo e o cuidado pés-operatério do paciente € mais facil em relacdo ao uso
de outros agentes fotossensibilizadores (YAMAGUCHI; TAKAHASHI; TERAMOTO,
2007).

Ha vérias vantagens na fotossensibilizagdo por protoporfirina 1X induzida pelo
acido aminolevulinico, uma delas é que o organismo elimina protoporfirina 1X
rapidamente, o que limita o risco da fotossensibilidade a 1-2 dias (PERUSSI, 2007).

Estudos clinicos tém envolvido a aplicacdo topica do acido aminolevulinico
para o tratamento de lesdes de pele, devido a localizagdo superficial. Além disso, o
efeito a longo prazo do acido aminolevulinico no tratamento de queratoses solares
tém sido demonstrado benéfico em estudo in vivo eliminando a doenca em 71% dos
ratos testados. Em estudos aplicando-se ALA-PDT em verrugas de mao e pés o0s
resultados foram significantemente melhores do que aqueles obtidos pelo tratamento
padrao (crioterapia) (ACKROYD et al., 2001).
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Figura 13: Estrutura quimica do acido 5-aminolevulinico (ALA).

c) Ftalocianinas

Estes compostos tém a estrutura similar a hematoporfirina. O aluminio
cloroftalocianina sulfonada (AISPc), derivado das ftalocianinas, quando comparado
aos derivados de hematoporfirinas (HpD), apresenta menor sensibilidade e
toxicidade a pele quando exposta a luz ambiente, produz maior fotossensibilizagdo
levando a uma toxicidade maior quando exposta a luz vermelha. Fato que pode ser
explicado devido ao seu carater aromatico grandemente aumentado, absorvendo
mais intensamente na regido do infravermelho préximo, quando comparado ao
nucleo de porfirinas originais (ACKROYD et al., 2001).
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Ftalocianinas tém por vantagem o rendimento alto de producédo de formas
reativas de oxigénio, maior que de um fotossensibilizador padrdo como o azul de
metileno (Figura 14). Além disso, tém demonstrado grande potencial na area de
desinfeccéo dos produtos do sangue (PERUSSI, 2007).
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Figura 14: Estrutura quimica das ftalocianinas.

d) Clorinas

As clorinas séo porfinas reduzidas e nesta familia cita-se o Foscan®, de
administracdo endovenosa que contém a substancia ativa temoporfina (Figura 15).
O tratamento com Foscan® ¢é realizado em duas etapas: primeiramente o
medicamento é administrado via endovenosa e a irradiacdo é feita somente quatro
dias apoOs a injecdo. Quando Foscan® é administrado a temoporfina é distribuida
pelo organismo, incluindo o interior do tumor. A aplicagdo de luz laser em um
comprimento de onda especifico ativa a temoporfina que reage com o oxigénio
presente, formando um tipo de oxigénio altamente reativo e téxico, que reage com
as proteinas e DNA celulares, causado a morte celular (PERUSSI, 2007).

O Foscan® é um fotossensibilizador eficaz que necessita de apenas 20 J/cm?
para ser ativado, sendo empregado na PDT de tumores de cabeca e pescoco.
Porém também apresenta o0 inconveniente da dor durante a terapia e
fotossensibilidade, enquanto a droga estiver ativa, mesmo na auséncia de luz solar.

Como o mesmo € injetado quatro dias antes da aplicacédo da luz, deve-se orientar o
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paciente para evitar exposicéo direta a luz solar nesse periodo e uma semana apoés
o tratamento. A sensibilidade é elevada mesmo a luz ambiente e persiste, no
minimo, por uma semana (ALLISON et al., 2004).

Além do Foscan®, outro representante importante das clorinas é o
Photodithazine® que contém a substancia ativa clorina es, derivada da clorofila. E
um farmaco de 22 geracao, que se encontra em fase de testes clinicos e apresenta
resultados promissores como fotossensibilizador. O Photodithazine® apresenta duas
importantes caracteristicas; maior rendimento quéantico de formacdo de oxigénios
altamente reativos e intensa banda de absor¢cdo em comprimentos de onda maiores
(650-660 nm) (PERUSSI, 2007).

Alguns estudos vém sendo realizados aplicando clorinas e como
fotossensibilizador em PDT e resultados encorajadores estdo sendo alcancados.
Essa clorina es demonstrou-se efetiva e segura e ndo apresentou efeitos colaterais
além da fotossensibilidade transitéria da pele. Essa clorina permanece no plasma

por periodo maior que seis semanas (ACKROYD et al., 2001).

Figura 15: Estrutura quimica das clorinas.

e) Hipericina

A hipericina é um pigmento fotoativo natural produzido por plantas do género
Hypericum da familia Guttiferae com indicacdo terapéutica para quadros de
distarbios psicovegetativos, medo, agitacdo emocional, estados depressivos leves e

moderados (Figura 16). Além disso, possui propriedades antiinflamatérias,
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antiinfecciosas, entre outras, exibindo uma potente atividade fototéxica antitumoral in
vitro e in vivo. A hipericina € provavelmente o mais potente fotossensibilizador
encontrado na natureza. A producdo sintética deste fotossensibilizador para
aplicacdo em PDT tem se demonstrado promissora e alguns resultados indicam que
esse fotossensibilizador pode induzir tanto apoptose quanto necrose de células
tumorais (PERUSSI, 2007).
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Figura 16: Estrutura quimica da hiperincina.

f) Xantenos

S&o compostos aromaticos ciclicos com trés anéis aromaticos em arranjo
linear com um &tomo de oxigénio no anel central, que absorvem luz na regido do
visivel. Esses corantes ndo se ligam a membrana celular e localizam-se no
citoplasma. S&o representantes desta classe 0s seguintes compostos: rosa de
bengala, eosina Y, fluoresceina e eritrosina B (PERUSSI, 2007).

Rosa de bengala € um haleto derivado da fluoresceina que tem sido usado
em oftalmologia como um corante para diagnostico de varias patologias (Figura 17).
Quando aplicado em inativacdo fotodinamica (PDI), pode matar microorganismos
tais como virus, bactérias, protozoarios e em PDT produz efeitos in vitro sobre
células epiteliais, cardiomiocitos entre outros. Quando exposto a radiagcdo no
comprimento de onda de 532 nm promove basicamente reagédo do tipo Il, gerando

80% de oxigénio singleto e 20% de anion superoxido (PERUSSI, 2007).
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Eosina Y é derivado de tetrabromo da fluoresceina e pode ser usado para
corar o citoplasma, o colageno e as fibras musculares para exame ao microscopio
(Figura 17) (PERUSSI, 2007).

Eritrosina B apresenta atividade antimicrobiana contra bactérias da cavidade
oral. Este corante foi aprovado para uso bucal, 0 que representa uma vantagem
sobre os demais fotossensibilizadores (PERUSSI, 2007).

Cl Br Br
O X O OH

Figura 17: Estrutura quimica da rosa de bengala (A) e da eosina Y (B).

g) Fenotiazinicos

As propriedades do azul de metileno foram descritas no final do século XIX,
pelo cientista alemao Ehrlich, sendo caracterizado como um composto triciclico que
anos mais tarde passou a ser 0 nucleo de um grupo de compostos derivados,
denominados fenotiazinas (AMARAL; VIVEIROS; KRISTIANSEN, 2001).

Os corantes fenotiazinicos exibem intensa absorcéo entre 600-700 nm, regido
do espectro util em PDT, por estar na “janela terapéutica” requerida para a eficiente
penetracdo da luz nos tecidos. Além disso, esses corantes apresentam grande
propensdo a formagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), como o oxigénio
singleto, que sado os mediadores de acdo dos fotossensibilizadores contra espécies
microbianas, tanto aerdbias quanto anaerdbias , sem, no entanto, ser seletivo a elas
(WAINWRIGHT e CROSSLEY, 2004; PERUSSI, 2007).

A banda de absorcao do azul de metileno (Figura 18) varia entre 620 e 700

nm, com 6tima penetracdo nos tecidos e absorcdo maxima em 665 nm em solucdo



59

aguosa, uma vez que sdo considerados hidrofilicos (FERNANDEZ; BILGIN;
GROSSWEINER, 1997).
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Figura 18: Estrutura quimica do do azul de metileno.

Para o azul de toluidina, também considerado hidrofilico (GARCEZ et al.,
2003), a banda maxima de absorcéo é de 636 nm (TUITE e KELLY, 1993). O uso
desses corantes pode ser tdpico ou sistémico e ndo apresenta toxicidade (MULLER
et al.,, 1998). Devido a baixa toxicidade, aceitacdo no campo meédico e potencial
antimicrobiano fotoativo, o azul de metileno é o fotossensibilizador ideal para

terapéutica antimicrobiana e antifangica (TEICHERT etal., 2002).

3.6.2 Fotofisicada PDT

A PDT requer uma fonte de luz para fornecer a energia necessaria a
producao local de oxigénio singleto e para promover reacfes redox (WAINWRIGHT
e CROSSLEY, 2004). A eficacia da técnica depende da dose de luz aplicada, da
concentracdo do fotossensibilizador e da disponibilidade de oxigénio. Para causar
morte celular, o efeito deve exceder certo limiar (NYMAN e HYNNINEN, 2004).

Os lasers mais empregados na PDT sdo os que tém emissdo na regido
vermelha do espectro eletromagnético, sendo que os do tipo diodo AsGaAl sdo de
baixo custo, se comparados aos lasers He-Ne (GARCEZ et al., 2003).

Na presenca de oxigénio molecular fO,), o fotossensibilizador é ativado e
dois tipos iniciais de processos competidores podem ocorrer (PERUSSI, 2007). A
reacao tipo | € iniciada pela interacdo do fotossensibilizador com biomoléculas e
resulta na formacdo de radicais livres provenientes da transferéncia de ions
hidrogénio ou de elétrons que podem degrada-las (Figura 19) (LIM et al., 2002). A
reacao tipo Il ocorre quando o fotossensibilizador, em seu estado tripleto, interage
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com o oxigénio molecular (30,) e forma oxigénio singleto (*O,), que parece
representar o principal agente citotoxico da PDT (Figura 20) (FERGUSON, 2002;
KONAN; GURNY; ALLEMANN, 2002).

FS + Luz
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Figura 19: Reacéo tipo I, o fotossensibilizador sofre degradacéo por agéo direta da luz, o que o leva
a uma reacgdo quimica e consequente formagédo de EROs (CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004).

Uma vez que a reatividade das EROs com moléculas organicas nao €
especifica, qualquer macromolécula dentro da célula pode ser um alvo em potencial

para PDT. Assim, a multiplicidade de alvos torna mais dificil para as células
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desenvolverem resisténcia celular, sendo essa uma das vantagens da
fotossensibilizacéo, além da morte celular (PERUSSI, 2007).

A extensdo do dano causado pela luz e a citotoxicidade parece ser
multifatorial, envolvendo fatores que incluem a distribuicdo intracelular e a
concentracdo do fotossensibilizador empregado na PDT, a intensidade de luz e a
disponibilidade de oxigénio. A membrana plasmatica, mitocbndria, nucleo e
lisossomos séo os principais alvos para PDT (PENG; MOAN; NESLAND, 1996).

O dano fotodinAmico microbiano estd, em alguns casos, bem estabelecido. A
ocorréncia de uma reacao tipo I, com agua no meio de cultura microbiano, pode
ocasionar aumento do radical hidroxila (-OH), o qual pode reagir com biomoléculas
ou se combinar para formar peroxido de hidrogénio (H,O,) in situ com resultados
citotoxicos subsequentes (WAINWRIGHT, 1998).

FS no estado tripleto (*S,") + Luz

transfere energia da fonte de luz

oxigénio molecular (*0,) — | Tripleto em seu estado puro

estado singleto excitado ('O,) — | Principal agente citotéxico da PDT

Figura 20: Reacdo tipo IlI, o fotossensibilizador, em seu estado tripleto, interage com o oxigénio
molecular (302) e forma oxigénio singleto (102), gue parece representar o principal agente citotéxico
da PDT (FERGUSON, 2002; KONAN; GURNY; ALLEMANN, 2002).

As duas reacg0es (tipos | e Il) podem ocorrer simultaneamente, e a proporgéo
entre esses processos depende do fotossensibilizador usado, da concentracdo do
substrato e da presenca de oxigénio (CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004).

Um dos principais mecanismos de acdo da PDT que emprega corantes como
fotossensibilizadores é a reacdo tipo Il. A geracdo de oxigénio singleto ¢Oz) pelo
fotossensibilizador torna-se um critério importante para a eficacia da PDT. Quanto
maior a geracao de oxigénio singleto, menos fotossensibilizador é necessério (WU et
al., 2000). Como o oxigénio singleto (*O,) tem vida muito curta, o fotossensibilizador
nao ligado a célula ndo é fototoxico (NYMAN ; HYNNINEN, 2004).
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Devido a esse possivel mecanismo de agdo, a terapia fotodinamica € uma
modalidade alternativa para o tratamento contra varios tipos de cancer
(HENDERSON ; DOUGHERTY, 1992).

Além disso, apresenta vantagens como dispensar a especificidade dos
agentes quimioterapéuticos e a radiacao ionizante. Comparada com outras terapias
citotdxicas, terapia fotodinAmica tem a vantagem de dupla seletividade, ndo apenas
o fotossensibilizador pode ser direcionado para as células ou tecido doente, mas
também a luz pode ser precisamente focalizada no local da lesdo. O procedimento
pode ser repetido varias vezes, se necessario, visto que ndo ha efeitos toxicos
cumulativos e é usualmente nado invasivo (PERUSSI, 2007).

Terapia fotodinamica ja foi aprovada para tratamento de varios tipos de
cancer como de bexiga, pulmdo, eséfago, gastrico e cervical, além de degeneracao
macular relacionada a idade. Outras aplicagbes nao oncolégicas de terapia
fotodinamica em estagio menos desenvolvido incluem tratamento de lesdes pré-
malignas, psoriase, artrite, aterosclerose e reestenose tanto em veias como em
artérias (HAMBLIN ; HASAN et al, 2004).

A pele é o principal 6rgéo alvo para a terapia fotodindmica devido ao aumento
da incidéncia de cancer de pele e ao acesso facil das drogas fotossensibilizadoras e
luz. A tensdo de oxigénio na pele varia durante e apos a PDT e parece ser um
importante parametro para o tratamento. A literatura indica que é possivel realizar
medidas transcutaneas do oxigénio para adotar o dado como uma medida avaliavel
da efetividade clinica da terapia fotodinamica e como predicdo bcal da energia
requerida para gerar uma resposta biolégica. Consequentemente, a efetividade da
terapia fotodinamica pode ser manipulada pela modulacdo da tensao de oxigénio na
pele (FUCHS ; THIELE, 1998).

A terapia fotodinamica tem sido reportada por promover algum efeito sobre o
sistema imune. Nesse sentido, ela poderia tanto ativar como suprimir a resposta
imunolégica. Com relacdo ao processo inflamatoério, ha liberagdo de mediadores
inflamatorios de amplo alcance com recrutamento de leucocitos e incremento da
atividade destes apds a terapia fotodindmica, com a inducdo de uma resposta
inflamatéria aguda e a geracdo de imunidade tumor-especifica (KORBELIK, 1996).

A terapia fotodindmica parece ndo promover dor e apresenta uma técnica

mais rigorosa do que outras técnicas ablativas, entretanto, pode apresentar custo
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elevado, devido a combinacdo necesséaria de tecnologia laser e drogas
fotossensibilizadoras de alto custo (O’'DONNELL et al., 2007).

3.6.3 Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (APDT, Antimicrobial

Photodynamic Therapy)

De modo semelhante as células tumorais, microorganismos tais como
bactérias, fungos, leveduras, virus, também podem ser mortos aplicando luz visivel
depois do tratamento com um fotossensibilizador apropriado e luz, em um processo
denominado terapia fotodindmica antimicrobiana (APDT), também conhecida por
guimioterapia fotodinamica antimicrobiana (PACT, photodynamic antimicrobial
chemotherapy) (WAINWRIGHT; CROSSLEY, 2004; GAD et al., 2004), que consiste
na associacdo de um fotossensibilizador a uma fonte de luz visivel, com o objetivo
de provocar inativagao microbiana (GARCEZ et al., 2003; PERUSSI, 2007).

Dobson e Wilson (1992) realizaram um estudo in vitro utilizando laser He-Ne,
no comprimento de onda de 632,8 nm, em biofilmes bacterianos de Streptococcus
sanguis, Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum e Actinobacillus
actinomycetemcomitans utilizando tanto o azul de metileno nas concentracfes de
0,01% e 0,1%, quanto o azul de toluidina a 0,01%. Verificaram que, o azul de
toluidina foi eficaz em erradicar as bactérias no tempo de dez segundos de
irradiacdo (5,5 J/cm?).

Wilson (1993) descreve as vantagens dessa técnica em relacdo ao uso dos
agentes antimicrobianos tradicionais. Primeiramente, a morte da célula bacteriana
pode ser rapida, ndo sendo necessaria a manutencao do agente quimico em altas
concentracdes sobre as lesdes por longos periodos de tempo, como ocorre com 0
uso de antibidticos. Outro aspecto relevante € que o uso de fotossensibilizador ou da
radiacdo laser sozinhos néo apresentam efeito significativo sobre a viabilidade das
bactérias.

Wilson e Mia (1993) realizaram estudo objetivando a destruicdo através da
terapia fotodindmica, de Candida albicans e outras Candida spp. responsaveis pela
candidose associada ao HIV. Os laser utilizados foram He-Ne de 632,8 nm e
poténcia de 7,3 mW, com fotossensibilizadores cristal de violeta, azul de toluidina,
ester dihematoporfirina e tionina, e GaAs de 660 nm e poténcia de 11 mWw,

associado com azul de metileno e ftalocianina dissulfonada de aluminio. A partir dos
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resultados observou-se que a associagao do laser He-Ne com azul de toluidina foi
mais eficaz na reducéo de colbnias viaveis.

Wilson e Pratten (1994) realizaram estudo objetivando determinar se o
fotossensibilizador azul de toluidina poderia destruir o Staphylococcus aureus
empregando a luz de um laser de baixa poténcia He-Ne. Para isso, suspensdes do
microorganismo foram irradiadas na presenca e auséncia do azul de toluidina.
Observaram que com a mesma radiacdo de luz laser houve uma reducéo de 95% na
contagem de células viadveis quando o fotossensibilizador estava presente, e na sua
auséncia, as reducbes da viabilidade celular foram insignificantes. Com doses
maiores de luz laser, na auséncia do azul de toluidina, foi observado mortes
estatisticamente significantes, fato atribuido a presenca de fotossensibilizador
enddgeno nos microrganismos.

Soukos et al (1996) realizaram um experimento em células epiteliais orais e
fibroblastos com o objetivo de encontrar uma janela terapéutica na qual bactérias
pudessem ser destruidas sem danos ao tecido adjacente. S. sanguis foi utilizado
como microorganismo teste, o laser utilizado foi de He-Ne e o fotossensibilizado
escolhido foi o0 azul de toluidina. Observaram que o azul de toluidina foi citotoxico em
baixas concentra¢cdes (5,0 ug/mL). A sensibilizacdo de queratindécitos e fibroblastos
com as concentragbes de 2,0 e 5,0 pg/mL do corante, respectivamente, por 5
minutos e exposicdo a luz de um laser He-Ne, com poténcia de 7,3 mW durante um
tempo maior que 2 minutos, ndo reduziu a viabilidade celular. Entretanto, a morte de
S. sanguis foi alcancada seguindo a exposicao a luz de He-Ne por 75 segundos na
presenca de azul de toluidina na concentracdo de 2,5 pg/mL.

Wainwright (1998) avaliaram, in vitro, a atividade bactericida dos corantes
azul de metileno, azul de toluidina, novo azul de metileno, dimetil azul de metileno e
azure B contra amostras de S. aureus resistentes a meticilina e compararam-na com
a dos antibacterianos flucloxacilina e vancomicina. As amostras foram expostas a luz
incoerente no comprimento de onda entre 350 e 800 nm e dosimetria de 6,3 J/cm?
por uma hora. Observaram que os fotossensibilizadores, dimetil azul de metileno e
novo azul de metileno, reduziram significativamente cepas de S. aureus.
Destacaram que, por ser lipofilico, o novo azul de metileno apresentou maior
producdo de oxigénio singleto, o que levou a maior fotossensibilizacdo das

bactérias. A aplicacéo de luz de forma isolada n&o afetou o crescimento bacteriano.
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Concluiram que a aplicagdo de luz aumentou em quatro vezes a atividade dos
fenotiazinicos, exceto do azure B.

Wood et al (1999) realizaram estudo in vitro sobre o uso da terapia
fotodindmica para o tratamento de biofilmes naturais de placa oral formada in vivo.
Utilizaram ftalocianina catibnica e luz branca de uma lampada de filamento de
tungstanio, cujos parametros eram de 22,5 mW/cm? de taxa de fluéncia, poténcia de
400 W e comprimento de onda entre 600 e 700 nm. Os autores concluiram que as
bactérias dos biofilmes naturais da cavidade oral humana podem ser danificadas
pela PDT empregando-se uma ftalocianina catidnica. Assim, o desenvolvimento da
PDT pode ser aliado para a instituicdo de um tratamento alternativo para placa
dentaria em situacdes em que outras terapias ndo sao apropriadas, tal como em
casos de resisténcia a antibidticos ou quando a remog¢ao mecanica da placa néo é
tolerada.

Karrer et al (1999), realizaram estudos sobre as diferentes reacdes em
espécies distintas de Staphylococcus com a aplicacdo dos fotossensibilizadores
acido aminolevulinico (ALA) e Photofrin® (derivados da hematoporfirina),
isoladamente ou associada ao laser pulsado de argonio. A terapia fotodinamica com
acido aminolevulinico (ALA), ndo teve efeito sobre o Staphylococcus epidermidis
apesar de apresentar efeito dose-dependente, e nao apresentou reducéo
significante da viabilidade celular do S. aureus. A terapia fotodinamica com
Photofrin® foi mais eficaz contra S. aureus do que o foi contra o S. epidermidis,
porém quando aplicado isoladamente, apresentou toxicidade dose-dependente S.
aureus e alta toxicidade para S. epidermidis.

Konig et al (2000) realizaram estudo que avaliou a inativagdo bacteriana,
baseado na excitacdo Optica de porfirinas enddégenas fotossensibilizadores. Foi
investigada a porfirina produzida por cepas patogénicas gram-positivas
Propionibacterium acnes, Actinomyces odontolyticus e Porphyromonas gingivalis.
Espectroscopia sensivel de autofluorescéncia revelou que estas bactérias sintetizam
naturalmente o fotossensibilizador flourescente protoporfirina IX. Colbnias destas
bactérias foram expostas a luz vermelha de um laser de He-Ne de 632,8 nm,
densidade de poténcia 100 mW/cm?, densidade de energia de 360 J/cm?. Houve
destruicdo significativa nas trés espécies testadas mesmo apoOs fototratamento
unico. Esses resultados sugeriram que o tratamento com luz vermelha pode ser

empregado como método terapéutico para inativacdo de cepas bacterianas
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patogénicas produtoras de porfirinas sem necessidade de emprego de agentes
fotossensibilizadores externos.

Usacheva, Teichert e Biel (2001) realizaram estudo avaliando a eficacia do
azul de metileno e do azul de toluidina contra diferentes microrganismos sob
condicdes de claro (presenca de luz), e escuro (auséncia de luz), para determinar o
corante bactericida mais efetivo. Os microorganismos testados foram S. aureus,
Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis, Hemophilus influenzae,
Escherichea coli e Pseudomonas aeruginosa. As fontes de luz vermelha utilizadas
foram laser de Argonio de 630 nm e laser diodo de 664 nm. Os inéculos foram
tratados no escuro e em condigbes de iluminagdo com laser vermelho na presenca
de cada corante empregando. Foram comparados o efeito da concentracdo do
corante, o tempo de incubacéo no escuro, a fluéncia e a intensidade da luz laser, na
destruicdo das diferentes bactérias. O azul de toluidina exibiu uma atividade
bactericida melhor do que a apresentada pelo azul de metileno tanto na presenca
guanto na auséncia de luz, e apresentou completa fotodestruicdo de microrganismos
em concentracdes menores que as do azul de metileno.

Zeina et al (2001) desenvolveram estudo avaliando a aplicagdo da PDT em
espécies de microorganismos cutaneos utilizando azul de metileno como
fotossensibilizador e luz visivel. A amostragem foi representada por S. aureus, S.
epidermidis, Streptococcus pyogenes, Corynebacterium minutissimum,
Propionibacterium acnes e C. albicans, espécies representativas daquelas
encontradas na pele saudavel e doente. As condi¢cdes de luz foram padronizadas
empregando-se um projetor de slides a 25 cm de distancia do alvo e densidade de
poténcia luminosa de 42 mW/cm?, e o corante aplicado em concentracdo de
100pg/mL. Os resultados observados demonstram que todas as espécies testadas
foram susceptiveis a terapia fotodinamica, sendo que C. albicans foi menos sensivel
a morte devido a presenca de membrana nuclear, que possivelmente atua como
uma barreira adicional para o azul de metileno ou para os produtos de alta energia
provenientes da reacdo do fotossensibilizado com a luz. Além disso, consideraram
as diferencas entre espécies eucaridticas e procaritticas. Concluiram que a terapia
fotodinamica antimicrobiana foi mais efetiva contra células procariéticas, o que pode
ser sugestivo para o uso de terapia fotodindmica como um procedimento seguro e
efetivo para o tratamento ou controle de uma variedade de microrganismos

associados a doencas cutaneas possibilitando a reducdo do desenvolvimento de
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resisténcia a drogas pela flora da pele.

Komerik e Wilson (2002) realizaram estudo objetivando avaliar os efeitos dos
fatores fisioldgicos e ambientais na suscetibilidade de algumas bactérias associadas
a infeccbes orais em pacientes imunocomprometidos, a PDT empregando azul de
toluidina como fotossensibilizador. Foram avaliadas apds exposicdo a luz de um
laser He-Ne suspensdes de P. aeruginosa, E. coli, Klebsiella pneumoniae feitas em
saliva humana, soro de cavalo ou salina. Foi observado que as trés espécies
demonstraram-se suscetiveis a fotossensibilizacao letal sob as condi¢Bes do teste.
O efeito bactericida foi reduzido em pHs acidos, mas nao foi afetado pela fase de
crescimento dos microrganismos. Pdde-se perceber que a composicéo e o pH do
fluido em que as bactérias foram suspensas influenciam a efetividade da
fotossensibilizacdo letal mediada pelo azul de toluidina.

A eficacia dos fotossensibilizadores € avaliada a partir das propriedades
fotofisicas e fotoquimicas de seus monémeros e do meio em que se encontram. De
acordo com Usacheva, Teichert e Biel (2003), a concentracédo do azul de metileno e
do azul de toluidina para erradicar bactérias depende de sua capacidade de formar
dimeros, 0 que acontece na presenca de sais inorganicos ou com o aumento da
concentracdo dos mesmos. Tal habilidade é conhecida como comportamento
metacromatico, que € atribuido & agregacdo das moléculas do corante. Com isso,
ocorre a mudanca da absorcdo maxima do corante a um comprimento de onda
menor.

De acordo com Teichert et al. (2002), o mecanismo de destruicdo de fungos
pela PDT envolve aumento de permeabilidade da parede e membrana celulares pela
presenca de espécies reativas de oxigénio, o que permite a penetracdo do
fotossensibilizador na célula. Ao infectarem mucosa oral de camundongos com
Candida sp. e aplicarem a PDT, verificaram que o efeito desta dependeu da
concentracdo do fotossensibilizador. Os autores concluiram que a terapia
fotodindmica é uma alternativa em potencial para o tratamento da candidiase e
apontaram como vantagens da técnica o fato de ser uma terapia realizada
topicamente, de simples execuc¢do e inespecifica, ou seja, que atinge um grande
namero de microrganismos. Além disso, esta terapia pode ser repetida sem o risco
da selecéo de cepas resistentes.

Zanin et al (2003) através de uma revisao bibliografica demonstrou que a

acao antimicrobiana dos lasers de baixa poténcia s6 comecou a ser efetivamente
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estudada na ultima década, quando a terapia fotodinamica inicialmente idealizada
para o tratamento do céancer foi aplicada na odontologia. Enquanto no tratamento do
cancer o alvo da terapia fotodinAmica é promover a morte seletiva das células
tumorais, no caso da odontologia surgiu uma nova perspectiva para a utilizacdo da
terapia fotodindmica tendo como alvo as células bacterianas envolvidas no
desenvolvimento das lesGes de carie e da doenca periodontal. Descreveram como
vantagens da terapia fotodinamica antimicrobiana a morte microbiana mais rapida,
ndo sendo necessaria a manutencado do fotossensibilizador em altas concentracfes
na area infectada por tempo prolongado, contrariamente ao que ocorre com as
drogas antimicrobianas; a prevencao a novas formas resistentes a antifingicos e
amtimicrobianos; a inexisténcia de interagcdes medicamentosas indesejaveis e baixo
custo do azul de metileno disponivel comercialmente; a terapia ser confinada a area
da lesédo por meio de fibra Optica e o custo reduzido comparado a terapia laser de
alta poténcia. Em contra partida, destacaram que essa terapia ainda apresenta
limitacOes devido a auséncia de parametros definidos para que a terapia seja efetiva
na eliminacdo das microrganismos, apontando a necessidade de estudos
laboratoriais mais precisos antes que essa terapia possa ser utilizada em humanos.
De Souza et al (2006) avaliaram os efeitos da radiacdo com laser diodo de
685 nm e dosimetria de 28 J/cm?, associado com azul de metileno na concentragéo
de 0,1 mg/mL como fotossensibilizador, na viabilidade de diferentes espécies do
género Candida. Assim, suspensfes padronizadas de C. albicans, C. dubliniensis,
C. krusei e C. tropicalis, foram irradiadas na presenca e auséncia do corante. A
radiacdo laser sem a presenca do fotossensibilizador apresentou reducdo no
namero de UFC/mL apenas para C. tropicalis, enquanto que com a presenca de azul
de metileno reduziu o numero de UFC/mL em 88,6% C. albicans, 84,4% C.
dubliniensis, 91,6% C. krusei e 82,3% Candida tropicalis. Concluiram que o azul de
metileno é fotoativado pela radiacdo laser de 685 nm apresentando efeito fungicida

em todas as espécies de Candidas estudadas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta, classificacao e obtencdo do material vegetal

Alternanthera maritima (Mart.) St. Hil (Amaranthaceae), partes aéreas, foi
coletada no seu habitat natural, Restinga de Marica, Rio de Janeiro, RJ, Brasil, em
dezembro de 1998 sendo identificada pelo Professor Dr. Josafa Carlos de Siqueira
(“Pontificia Universidade Catdlica, Rio de Janeiro, RJ, Brasil’). Uma amostra da
espécie foi depositada no Herbario do “Departamento de Biologia, Faculdade de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdao Preto, Universidade de S&o Paulo, SP,
Brasil”. (sob niumero de registro SPFR 02968).

4.2 Preparacao dos extratos brutos

O material coletado (partes aéreas) foi submetido a secagem em estufa de ar
circulante a temperatura de 40°C, em seguida foi pulverizado em moinho de faca.

O po6 obtido foi submetido ao processo de maceracdo com solventes
organicos (Figura 21) em ordem crescente de polaridade (hexano para baixa
polaridade e etanol para alta polaridade), na propor¢cdo massa de pd/solvente 1:20
(massa/volume).

Das solucdes obtidas, foram removidos os solventes em evaporador rotatorio
sob pressao reduzida, obtendo-se assim, os extratos brutos em hexano (AMPAH) e
em etanol (AMPAE).

Material Vegetal
Estabilizado
(Partes Aéreas)

Extragéo com hexano & quente, temperatura = 50°C

Extrato em Hexano ‘ Residuo ‘
Eliminagéo do solvente em Extragéo com etanol
Rota Vapor
Extrato Bruto ‘ Extrato em Etanol ‘
Hexanico i o sol
iminacéo do solvente em
(AMPAH) Rota Vapor
Extrato Bruto
Etanélico
(AMPAE)

Figura 21: Preparacdo dos extratos brutos extraidos em solventes organicos.
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4.3 Ensaio bioldgico in vitro

Ensaio bioldgico in vitro frente a fungos leveduriformes foram realizados no
laboratério de Produtos Naturais e Bioensaios e de Microbiologia da UNIVAP.

4.3.1 Determinagao da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi determinada pelo método de difusdo em agar
pela técnica de poco em camada dupla e pelo método de microdiluicdo (OKEKE et
al., 2001; NCCLS, 1998; ESPINEL-INGROFF et al., 1995; NCCLS, 1993; GROVE e
RANDALL, 1955) seguindo a adequacdo de metodologia como descrita por
SALVADOR et al., 2003/2004).

Para a execucao dos ensaios foram utilizadas cepas padréo de leveduras de
Candida dubliniensis ATCC 778157 e Candida dubliniensis ATCC 777, cultivadas
em Agar Sabouraud -Dextrose (ASD) por 24 horas a 37°C.

4.3.2 Determinagcdo da atividade antimicrobiana e da concentragéo

inibitéria minima (CIM)

Nesta etapa de triagem empregou-se o método de difusdo em agar, utilizando
a técnica do pogo determinando quais os extratos apresentavam ou ndo efeito
antimicrobiano (Figura 22).

Para tanto, procedeuse o plagueamento das leveduras, onde foram utilizados
20,0 mL de Agar Sabouraud-Dextrose (ASD), a cerca de 50°C, inoculados (5x10°
ufc/mL), independentemente, com as cepas de leveduras em placas de 20 x 150
mm. A seguir foram confeccionados po¢os com 5,0 mm de diametro.

Em cada poco foram aplicados 20 pL das solugcBes controle (positivo e
negativo) e drogas-teste, solucdes estas, preparadas em propilenoglicol/agua esteril
(5:95) nas concentracfes de 100 mg/mL para os extratos brutos no screening.

Como controle positivo foi utilizado cetoconazol (200,0 pg/mL) e como
controle negativo propilenoglicol/agua esteril (5:95).

As placas-testes foram mantidas a temperatura ambiente por cerca de 2

horas e depois incubadas a 37°C por cerca de 24/48 horas para as leveduras.
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Decorrido o periodo de incubacédo as zonas de inibicdo do desenvolvimento
microbiano foram mensuradas, em milimetros, em termos de diametro (halo) e aro
da borda do poco a inicio do desenvolvimento. Os experimentos foram realizados

pelo menos em duplicata, para cada cepa indicadora utilizada.

Placa de Agar .
Sabouraud-Dextrose lnﬁuﬁgii:?m —--—‘
(ASD) {Eoc1 0F ufefrml)
Medida do halo de inibicao (didmetro) &
J L aro da borda do pogo, em mm,
\\/_ i
A
H incubadas a 37°C de 2448 horas

. i
I—| z} Ih 3 - j
Confecgéo dos popos Adiciona 20pl:

conirole positivo (cetoconazol - 2000 pgfml)
controle negativo (propilenoglicolfagua esteril 5:93)
Amostras (100 mgfml)

(9,0 mm didmetro)

Figura 22: Determinacdo da atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em agar — Técnica de
poco em camada dupla.

Para os extratos que se mostraram ativos na concentracdo de 100 mg/mL,
procedeu-se a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), realizada
pelo método de microdiluicdo em placa de 96 pocos (Figura 23).

Em uma placa de microdiluicdo estéril de 96 pocos, em pocos individuais foi
aliquotado 50 pL dos caldos Sabouraud-Dextrose (ASD), 50 pL das drogas teste em
diferentes concentracdes (100 a 0,050 mg/mL), controles e 5uL da suspensao de
microrganismos com turvagao equivalente ao padréo 0,5 da escala de Mac Farland,
o que corresponde aproximadamente a 10’ UFC/mL (foi realizada a contagem do

inoculo para cada cepa estudada).
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Como controles positivos foram utilizados cetoconazol (200ng/mL). Como
controles negativos foram utilizados o diluente propilenoglicol/agua 5:95, além do
controle do inoculo e do controle do meio de cultura.

Ao término do periodo de incubacdo a 37°C por cerca de 24/48 horas,
procedeu a leitura visual da turvacdo nos pocos e quando em duvida quanto a
presenca de inibicdo total, o material foi inoculado (estrias) em placas contendo meio
Agar Sabouraud -Dextrose (ASD) e incubadas a 37°C por cerca de 24/48 horas para
a verificagdo se o efeito era biocida ou ndo, ou seja, verificou-se o0 crescimento ou
ndo do microrganismo. Foi considerada como CIM com valores expressos em
mg/mL, a menor concentragdo onde se observou a presenca de inibicdo do
desenvolvimento microbiano (SALVADOR et al., 2002; OKEKE et al., 2001). Os

experimentos foram realizados pelo menos em duplicata, para cada cepa indicadora
utilizada.

- .
L b A
R I B R R
P R
LR
L I O B
LR I R B

Determinacéo da CIM (ma/mL) para extratos
ativos na concentracéo de 100 mg/mL

Duvida quanto & presenca
e inibic&o tatal
4

Incubadas
IFrCde
p 24/48h
Agar Sabouraud-
Dextrose (8503 Verficacdo se o efeito era biocida ou nao

Figura 23: Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), realizada pelo método de
microdiluicdo em placa de 96 pocos.
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4.4 Elaboracéo de formulagfes farmacéuticas semi-sélidas para uso topico

Os experimentos para a elaboracdo de formulagcbes farmacéuticas semi-
sélidas contendo os extratos vegetais bioativos foram realizados na Farmacia Escola
da UNOCHAPECO/SC.

Para tanto se elaboraram procedimentos para o preparo de creme e gel
creme onde 0s extratos vegetais bioativos foram incorporados (GEORGETTI et al.,
2006; ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988;
PRISTA e ALVES, 1967). Os extratos bioativos foram incorporados na formulacéo
na concentracao inibitéria minima (CIM) ou em concentragdo sub-inibitéria minima.
Foram empregadas trés diferentes concentracdes de extrato nas formulacdes creme

e gel creme 5, 50 e100 mg de e xtrato/g de creme ou gel creme.

4.4.1 Preparacao das formulacdes farmacéuticas

Primeiramente, seguindo as exigéncias das boas praticas em farmacia
magistral, realizou-se antissepsia das maos e paramentacao (retirada de adornos,
uso de equipamentos de protecdo individual tais como jaleco de mangas longas,
touca, mascara, pro-pés, luvas para procedimentos) adequadas.

Antes de iniciar o preparo das formulacdes farmacéuticas, foi realizada
assepsia das embalagens plasticas ndo transparentes, onde posteriormente foram
armazenadas as formulacdes prontas (empregouse sabao neutro e alcool a 70%), a
assepsia das bancadas foi realizada utilizando alcool a 70%.

Foram selecionadas as matérias primas necessarias (armazenadas em
almoxarifado sob condi¢cdes controladas de temperatura e umidade) sendo possivel
iniciar o desenvolvimento das formulagdes semi-sélidas para uso topico.

Para o preparo do creme base, inicialmente realizou-se calculos a fim de
descobrir a quantidade de cada substancia a ser pesada, realizando-se
posteriormente o procedimento de pesagem (Tabela 1).

Os componentes de ambas as fases (oleosa e aquosa), com excecdo do
ciclometicone, conservante e 6leo de macadamia, foram aquecidos, separadamente,
até 80°C e posteriormente verteuwse a fase aquosa sobre a fase oleosa, sob
agitacdo constante, empregando um agitador, objetivando incentivar a formacéao da

emulsdo, até que a mistura esfriasse a uma temperatura adequada (35°C — 40°C),
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guando comecou adquirir consisténcia. Feito isso, adicionou-se o ciclometicone e 0

conservante e o 6leo de macadamia.

Tabela 1: Componentes da formulacdo creme base.

Emulséo Componentes Formulacdo Creme Base
Fase oleosa Polawax 10%
Vaselina liquida 3%
BHT 0,02%
Alcool cetoestearilico 5%
Oleo de macadamia 2%
Ciclometicone volatil 2%
Fase aquosa Phenonip 0,1%
EDTA 0,14%
Propilenoglicol 6%
Agua destilada g.s.p. 30g

Para preparar a base gel creme, foi necessario preparar uma locdo ndo-iénica
utilizando os mesmos componentes empregados na formulacdo creme base, no
entanto, a concentracao de polawax foi reduzida em 40% (Tabela 2).

Uma solucdo gel foi preparada, utilizando carbopol, EDTA, agua,
propilenoglicol e conservantes. Para que esta solugdo adquirisse forma de gel, foi
empregada uma substancia basificante — AMP.

Os componentes de ambas as fases (oleosa e aquosa), com excecdo do
ciclometicone, conservante e 6leo de macadamia, foram aquecidos, separadamente,
até 80°C e posteriormente verteuwse a fase aquosa sobre a fase oleosa, sob
agitacao constante, empregando um agitador, objetivando incentivar a formacao da
emulsdo, até que a mistura esfriasse a uma temperatura adequada (35°C — 40°C),
guando comecou adquirir consisténcia, formando uma lo¢cdo de menor consisténcia
em relacdo ao creme. Feito isso, adicionou-se o ciclometicone e o0 conservante e o
0leo de macadamia, e entdo o gel foi vertido sobre a locdo, até que a base gel

creme ficasse homogénea.
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75

Emulséo Componentes Formulagcdo Gel Creme Base
Fase oleosa Polawax 6%
Vaselina liquida 10%
BHT 0,05%
Alcool cetoestearilico 3%
Oleo de macadamia 2%
Ciclometicone volatil 2%
Fase aquosa EDTA 0,19%
Phenonip 0,04%
Propilenoglicol 2,4%
Agua destilada g.s.p. 30g
Gel Carbopol 1%
Propilenoglicol 3,6%
Phenonip 0.06%
Agua destilada q.s.p. 30 g

Os extratos etandlico e hexanico apés pesados, separadamente em um gral,
em propor¢cdes adequadas para alcancar as concentragbes desejadas, foram
levigados com propilenoglicol, e incorporados, vagarosamente, as formulacdes
farmacéuticas, creme base (CB) e gel creme base (GCB) (g.s.p. 30 g para cada uma
das formulacgdes).

Apbs o término do preparo as formulagfes farmacéuticas foram enfrascadas e

rotuladas devidamente (Figura 24).

Figura 24: FormulagbBes Farmacéuticas.
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4.4.2 Avaliacao da estabilidade e controle de pH das formulagdes

obtidas

Os cremes e géis creme contendo os extratos foram analisados quanto as
propriedades organolépticas através da visualizacdo e do olfato, observando
qgualquer alteracdo da coloracdo, odor ou separacao de fases.

Apods o preparo das formulacdes creme e gel creme contendo os extratos
vegetais, determinou-se o pH das formulagdes prontas, com fita de pH.

Para o teste de centrifugacao utilizou-se centrifuga, com velocidade de 2800
rom durante cinco (5) minutos seguindo metodologia descrita por Georgetti et al
(2006) e Anvisa (2004). Para tanto, pesou-se 50 mg/mL dos extratos e formulacdes,
incluindo as formulacdes bases e procedeu-se o teste de centrifugacdo observando

a separacao ou nado de fases a olho desarmado.

4.5 Varredura naregido do visivel

Os extratos etandlico e hexanico de A. maritima e as formulacdes
farmacéuticas contendo estes extratos foram analisados quanto a sua capacidade
de absorc¢ao de luz (Figura 25), para isso foi feito uma andlise preliminar (varredura
na regido visivel) entre os comprimentos de onda de 400 a 700 nm (Figura 26).

Os extratos e formulacdes foram avaliados nas concentragdes de 25,0 e 5,0
mg/mL, respectivamente. Como branco utilizou-se o diluente (propilenoglicol:agua
(5:95) ou metanol) e como controle positivo azul de metileno na contentracdo de
0,05mg/mL.

A luz coletada foi acoplada a um espectrometro de %¥am (Oriel Instruments,
modelo MS257), com grade de difracdo de 300 linhas /mm.

Um detector tipo CCD (Charge Coupled Device) intensificado com 256 x 1024
pixels foi conectado a saida de detec¢édo do monocromador.

Cada medida foi realizada com a acumulacdo de 100 aquisi¢cdes, e foram
realizadas 10 medidas para cada amostra.

Os espectros de absorcdo (400 a 700nm) oram obtidos no Laboratério de
Lasers de Alta Poténcia do IP&D/UNIVAP, determinando-se a regido de absorgéo
dos extratos hexanico e etandlico e das formula¢gdes de creme e gel creme contendo

0s extratos.
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Figura 25: Extratos hexanico e etandlico de Alternanthera maritima, formulagcdes farmacéuticas
contendo os extratos e controles para ensaio de varredura na regido do visivel.

Figura 26: Equipamentos empregados no ensaio de varredura na regido do visivel.

46 Laser

Quanto ao laser foram estudadas as condicbes de operacéo (tipo de laser,

comprimentos de onda, dentre outros parametros) e procedeu a avaliagdo do efeito
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antifingico da associagao laser/extratos e/ou laser/formulac¢des tdpicas contendo os
extratos. Inicialmente foi seguido o protocolo experimental descrito por De Souza et
al (2006) com modificagoes.

Foi utilizado o equipamento laser de InGaAIP (Fosfeto de Indio-Galio-
Aluminio) (modelo PHOTON LASE nod. Ill, DMN Equipamentos Ltda), com poténcia
de 35mW e comprimento de onda de 685nm (laser vermelho), conforme informacdes

fornecidas pelo fabricante (Figura 27).

Figura 27: Aparelho laser Photon Lase Il

A fonte laser iluminou uma area de 0,38cm? com tempo de irradiacdo de 5
min, resultando numa densidade de energia (fluéncia) de 28 J/cm? para cada
amostra.

Como controle foi seguido 0 mesmo protocolo para uma placa contendo as
mesmas drogas testes e controles na auséncia de luz, até mesmo da luz ambiente.

Todos o0s experimentos descritos foram realizados em capela de fluxo

laminar.

4.7 Avaliacdo do efeito dos extratos e das formulagfes tdépicas contendo

Alternanthera maritima como fotossensibilizador

Estes ensaios foram realizados no laboratério de Produtos Naturais e
Bioensaios da UNIVAP.

Em uma placa de microdiluicao estéril de 96 pocos, em pocos individuais foi
aliqguotado 50 pL dos caldos Sabouraud-Dextrose (ASD), 50 uL das drogas teste

(extratos vegetais ativos avaliados na concentragdo final sub-inibitéria minima de 25
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mg/mL; e formulacdes farmacéuticas contendo os extratos a 5%, com concentragéo
final de 5mg/mL ou 0,25 mg do extrato ativo/mL), controles e 5uL da suspenséo de
microrganismos com turvagao equivalente ao padréo 0,5 da escala de Mac Farland,
0 que corresponde aproximadamente a 10” UFC/mL (foi realizada a contagem do
inoculo para cada cepa estudada).

Como controles positivos foram utilizados o fotossensibilizador corante azul
de metileno (50 pg/mL) diluido em salina estéril e cetoconazol (200ng/mL). Como
controles negativos foram utilizados o diluente propilenoglicol/agua 5:95, além do
controle do in6culo, do controle do meio de cultura e do controle das formulacdes

(creme e gel creme base) sem os extratos ativos (Figura 28).

# 50 pL dos caldos Sabouraud-Dextrose (ASD);

# 50 L das drogas teste:

extratos vegetais ativos (26 mg/mL); TN |
57 )
formulagdes farmacéuticas (extratos a 5%)}; %\-’_ﬁ\ lk
# controles positivos azul de metileno (50 pgiml) ﬁ f“‘-n%
diluido em salina estéril e cetoconazol {200 pg/mL),
# controle negativo propilenoglicolfagua 5:95, @i 1‘ l‘ L L :, ‘}: e
L I B O B A
# controle do indculo; corosssssses

B BT B B R R R A B A
L A O B B B O A O O B AF
# controle do meio de cultura; IV TP L TP I TP L R
Fo SISO se

M LA a0 b A o B F B =
# controle das formulagdes (creme e gel creme base)

sem os extratos ativos;

# 5 pL da suspensao de microrganismos padronizado
(0,5 da escala de Mac Farland).

Figura 28: Procedimento de microdiluicdo em placa de 96 pocos, para avaliacdo do efeito dos
extratos e das formulagdes topicas contendo Alternanthera maritima como fotossensibilizador em
PDT antimicroniana.

Os experimentos foram realizados em duplicada para cada droga teste (intra-
ensaio), sendo realizados trés experimentos em trés dias diferentes (n=6 por
amostra no total dos resultados inter-ensaios).

Em cada ensaio uma das placas foi submetida a radiacéo e a outra nao (placa

controle, a qual ndo ficou exposta sequer a luz ambiente).
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O periodo de incubacdo do fotossensibilizador em contato com as células,
previamente a aplicacao do laser, foi de 1 minuto.

Feito isto, procedeu a irradiacdo das placas do grupo irradiado. A irradiagcéo
das amostras foi realizada em condi¢cdes assépticas em fluxo laminar com laser
operando com densidade de energia de 28 J/cm? por 5 minutos e &rea irradiada de
0,38 cm? por amostra.

Depois da irradiacdo, as placas foram incubadas a 37°C por cerca de 24/48
horas.

Ao término do periodo de incubacédo procedeu a diluicdo seriada, em placa de
96 pocos, de 102 e 10° para cada uma das amostras em solucéo fisiolégica e
aliquotas de 10 niL foram plagueadas em duplicata no meio Sabouraud-Dextrose
(ASD) e incubadas a 37°C por cerca de 24/48 horas.

Decorrido o periodo de incubacdo determinou-se o0 numero de unidades
formadoras de col6nias por mL (UFC/mL), estimando-se a percentagem de reducao

de UFC/mL para cada microrganismo (Figura 29).

L O o O N N
kA B I B
E R B O B B A B

Diluigdo Seriada de
102 e 103

Aliquotas de 10pL

. -

-

W

s
Incubadas
ﬁg 37°C de
ar Sabouraud- 2448h D :
eterminow-se
Destrose (AS0) UFCAmL

Em duplicata

Figura 29: Determinacdo do numero de unidades formadoras de col6énias por mL (UFC/mL),
estimando a percentagem de reducdo de UFC/mL para cada microrganismo, pelo método de diluicao
seriada em placa de 96 pocos.
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4.8 Andlise Estatistica

A analise estatistica foi realizada empregando ANOVA, teste de Tukey com
significancia para p<0,05, considerado-se os valores de ufc/mL antes e ap0s o
tratamento para as amostras bioativas. Os resultados foram apresentados como

média (coeficiente de variagdo, %CV).
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RESULTADOS

5.1 Preparacao dos extratos brutos

Inicialmente foram obtidos os extratos brutos de Alternanthera maritima planta

in natura, para os quais foram calculados os rendimentos em massa (Tabela 3).

Tabela 3: Rendimento em massa dos extratos brutos obtidos de Alternanthera maritima.

Parte da planta Extratos Cédigo Massa (g)
Partes aéreas - Hexanico AMPAH 10,60 g
Material vegetal estabilizado e seco (2300g) Etanolico AMPAE 86,77 g

Esses extratos foram submetidos a avaliacdo da atividade antimicrobiana e

determinou-se a CIM para os extratos ativos.

5.2 Determinacdo da concentracéo inibitéria minima (CIM)

A determinagdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) foi realizada pelo
meétodo de microdiluicdo em placa de 96 pocos. Com isso pode-se determinar a CIM
dos extratos frente aos microorganismos estudados (Tabela 4).

A partir da CIM estabeleceurse um protocolo de estudo utilizando

concentragdes iguais a CIM ou inferiores (subinibitérias) (Tabelas 5 a 7).

Tabela 4: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos Extratos Hexanico (AMPAH) e Etandlico
(AMPAE) utilizando o método de microdiluicdo em placas de 96 pocos.

Microrganismos AMPAH (mg/mL) AMAPE (mg/mL)
Candida dubliniensis ATCC 778157 50 50
Candida dubliniensis ATCC 777 50 50

Tabela 5: Padronizagdo de inoculo dos microrganismos utilizados no experimento, com base na
escala de MacFarland, também utilizado para controle de inoculo.

Microrganismos Inoculo (UFC/mL)*
Candida dubliniensis ATCC 778157 1,14.10" (0,30)
Candida dubliniensis ATCC 777 1,7.10° (0,10)

*. dados expressos como media n=6, (Coeficiente de Variacdo, CV%), onde CV (%)= (desvio
padrdo/media)x100.



Tabela 6: Padronizacdo da concentracao

amostras como fotossensibilizador.
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empregada no ensaio para avaliacdo do efeito das

Extratos e Formulagdes

Concentracgéo de

extrato ou creme ou

Concentracao de

extratos ativos

gel creme (mg/mL) (mg/mL)
Extrato Hexanico (AMPAH) 25 25
Extrato Etandlico (AMPAE) 25 25
Creme AMPAH 5 0,25
Gel Creme AMPAH 5 0,25
Creme AMPAE 5 0,25
Gel Creme AMPAE 5 0,25

Tabela 7: Padronizacdo dos controles utilizados para validar o estudo.

Controles Concentragao
Controle - Creme Base 5 mg/mL
Controle - Gel Creme Base 5 mg/mL

Controle Negativo (Propilenoglicol:agua)
Controle Positivo PDT (azul de metileno)

Controle Positivo para Leveduras (Cetoconazol)

na proporcao de 5:95
0,05 mg/mL
200ug/mL

5.3 Preparacéao das formulacdes farmacéuticas

Para a incorporacdo dos extratos vegetais (hexanico e etanolico) de A.

maritima, foram desenvolvidos creme base (Tabela 8, Figura 30) e gel creme base

(Tabela 9, Figura 30).

Tabela 8: Formulagéo controle Creme base (sem extrato).

Emulséo Componentes Funcéo Farmacotécnica Formulacao Creme

Base

Fase oleosa Polawax Base auto-emulsificante 10%

Vaselina liquida Agente emoliente 3%
BHT Antioxidante 0,02%

Alcool cetoestearilico Doador de consisténcia 5%

Oleo de macadamia Emoliente 2%

Ciclometicone volatil Doador de Brilho 2%

Fase aquosa Phenonip Conservante (Parabenos) 0,1%
EDTA Sequestrante 0,14%

Propilenoglicol Adjuvante técnico/umectante 6%

Agua destilada

Veiculo

g.s.p. 30g




Tabela 9: Formulag&o controle Gel creme base (sem extrato).

Emulséo Componentes Funcdo Farmacotécnica Formulacao Gel Creme
Base
Fase oleosa Polawax Base auto-emulsificante 6%
Vaselina liquida Agente emoliente 10%
BHT Antioxidante 0,05%
Alcool cetoestearilico Doador de consisténcia 3%
Oleo de macadamia Emoliente 2%
Ciclometicone volatil Doador de Brilho 2%
Fase aguosa EDTA Sequestrante 0,19%
Phenonip Conservante (Parabenos) 0,04%
Propilenoglicol Adjuvante técnico/umectante 2,4%
Agua destilada Veiculo g.s.p. 30g
Gel Carbopol Espessante 1%
Propilenoglicol Adjuvante técnico/umectante 3,6%
Phenonip Conservante (Parabenos) 0.06%
Agua destilada Veiculo g.s.p.30g

Figura 30: Formulacfes creme base e gel creme base (sem extrato).

Os extratos foram primeiramente solubilizados em propilenoglicol e depois

desejada, em temperatura ambiente.

incorporados nas formulacbes farmacéuticas, de acordo com a concentracéo
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Foram preparadas formulagcdes contendo extratos hexanico e etandlico
individualmente nas concentragcdes de 5, 50 e 100 mg/g de creme ou gel creme com

e sem conservante (Tabela 10).

Tabela 10: Formulacdes contendo diferentes concentracbes de extratos hexanico e etandlico
incorporados em base Creme ou Gel creme com e sem conservante.

Formulacdes com o Concentracéo Formulacdes sem o Concentracao
conservante* (mg/g de creme conservante* (mg/g de creme ou
ou gel creme) gel creme)

CB + Ampah + phenonip 5 CB + Ampah - phenonip 5

CB + Ampah + phenonip 50 CB + Ampah - phenonip 50

CB + Ampah + phenonip 100 CB + Ampah — phenonip 100
GCB + Ampah + phenonip 5 GCB + Ampah — phenonip 5
GCB + Ampah + phenonip 50 GCB + Ampah — phenonip 50
GCB + Ampah + phenonip 100 GCB + Ampah — phenonip 100

CB + Ampae + phenonip 5 CB + Ampae - phenonip 5

CB + Ampae + phenonip 50 CB + Ampae - phenonip 50

CB + Ampae + phenonip 100 CB + Ampae - phenonip 100

GCB + Ampae + phenonip 5 GCB + Ampae — phenonip 5

GCB + Ampae + phenonip 50 GCB + Ampae — phenonip 50

GCB + Ampae + phenonip 100 GCB + Ampae — phenonip 100

*CB: creme base; GCB: gel creme base.

5.4 Avaliagdo da estabilidade e controle de pH das formulacdes obtidas

As formulagdes farmacéuticas semi-sélidas foram preparadas empregando
creme base (CB) e gel creme base (GCB), incorporando-se 0s extratos etandlico
(AMPAE) e hexanico (AMPAH) de A. maritima (partes aéreas) em diferentes
concentracfes, mantendo suas caracteristicas organolépicas, apos as formulacdes
prontas.

Apo6s o preparo das formulacBes creme e gel creme contendo 0s extratos
vegetais, determinou-se o pH das formulac6es prontas (com fita de pH) e os valores
encontrados ficaram entre 5,0 e 5,5.

Em relacéo a centrifugacédo, ndo houve separacdo de fases visivel ao olho nu
na maioria dos cremes e géis creme (Figuras 31 e 32). Porém, apresentou

separacao de fases no gel creme com extrato etandlico (Figura 33).
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Figura 31: O teste de centrifugacdo ndo apresentou separagdo de fases no creme (A) e gel creme
(B) bases.

Figura 32: O teste de centrifugagdo das formula¢gdes contento extrato hexanico (AMPAH) (C), ndo
apresentou separacao de fases no creme (A) e gel creme (B).
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Figura 33: O teste de centrifugacdo das formula¢gdes contento extrato etandlico (AMPAE) (C), ndo
apresentou separacdo de fases no creme (A), porém apresentou separacdo de fases no gel creme

(B).

5.5 Varredura naregido do visivel

A andlise preliminar de varredura na regido do visivel mostrou que os extratos
hexanico e etandlico de A. maritima, diluidos em metanol, apresentam uma
tendéncia em absorver luz entre os comprimentos de onda de 600 e 700nm (Figura
34).
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Figura 34: Espectros de absor¢do no visivel para as diversas solu¢des utilizadas neste trabalho. As
diversas linhas com OD préximas a zero se confundem, e séo relativas as seguintes composicdes:

Creme Base (5mg/mL); Gel Creme Base (5mg/mL); Propilenoglicol:Agua (5:95); metanol, Creme

AMPAH (5mg/mL); Gel Creme AMPAH Gmg/mL); Creme AMPAE (5mg/mL); Gel Creme AMPAE (5
mg/mL).

Como branco utilizouse o diluente (propilenoglicol:agua (5:95) ou metanol) e

como controle positivo azul de metileno (0,05 mg/mL), e esse ultimo apresentou
absorcao (Figura 35).

20 ~ v )
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Figura 35: Espectros de absor¢do no visivel para os Controles Azul de Metileno (0,05mg/mL) e
Propilenoglicol:Agua (5:95).
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Dentro das condi¢des de medida nédo foi possivel observar nenhuma estrutura

espectral sobressaindo do nivel de ruido para as amostras formulacbes sem

extratos, creme base e gel creme base (Figura 36).
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Figura 36: Espectros de absorcdo no visivel para as formulagcdes Creme e Gel Creme Base
(5mg/mL), sem extratos, em escala expandida.

As formulacbes em creme contendo o extrato hexanico de A. maritima

(50mg/g de creme) demonstraram uma tendéncia a absorver luz entre o0s
comprimentos de onda de 600 e 700 nm (Figuras 37 e 38).
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Figura 37: Formulagbes farmacéuticas, creme e gel creme, contendo extrato hexanico (AMPAH,
50mg/g de creme ou gel creme) na concentracdo de 5mg de creme ou gel creme/mL, em escala
expandida.
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Figura 38: Espectro de absorcdo para o Creme contendo extrato hexanico (AMPAH, 50mg/g de
creme ou gel creme) na concentracdo de 5mg de creme/mL, em escala expandida. A linha suave foi
obtida submetendo o espectro ruidoso a filtragem com técnica de FFT (fast Fourier Transform). Foi
utilizado filtro bassa-baixa com freqiiéncia de corte de 0,03 Hz.
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5.6 Ensaio bioldgico in vitro para avaliacdo dos extratos e de formulacdes
topicas contendo Alternanthera maritima como fotossessibilizadores

naturais

Apoés estabelecido o protocolo do experimento, 0s ensaios foram realizados
sendo os resultados apresentados nas tabelas 11 e 12 para os extratos hexanico e
etanolico e tabelas 13 e 14 para as formulacdes creme e gel creme contendo o0s
extratos. Os melhores resultados obtidos foram para as formulagdes contendo 50mg

de extrato/g de creme ou gel creme.

Tabela 11: Resultado da atividade antimicrobiana extratos de Alternanthera maritima e amostras
controles, placa ndo-irradiada, expresso como media do numero de UFC/mL.

Microrganismos Media do numero de microrganismos expresso em UFC/mL* em ensaio na
auséncia de iluminacéo (NI)

AMPAH AMPAE Controle  Controle Controle Controle Inoculo

25mg/mL  25mg/mL  Inoculo negativo positivo positivo Inicial
PDT

Candida > 10" > 10" > 10’ > 10" > 10’ 0° 1,14.10°

dubliniensis (0,30)"
ATCC 778157

Candida > 10° >10° > 10° >10° >10° 0 1,70.10°
dubliniensis (0,10)"
ATCC 777

*. dados expressos como media n=6, (Coeficiente de Variacdo, CV%), onde CV (%)= (desvio
padrdo/media)x100; Controle positivo: cetoconazol (200ug/mL); Controle positivo PDT: Azul de
metileno (0,05mg/mL); Controle negativo: diluente — propilenoglicol/agua esterilizada (5:95); Inoculo
inicial: nimero de ufc/mL do inoculo. Estatistica: a ? b, Teste de Tukey, P<0,05.

Tabela 12: Resultado da atividade antimicrobiana dos extratos de Alternanthera maritima e amostras
controles, placa irradiada, expresso como media do numero de UFC/mL.

Microrganismos  Media do numero de microrganismos expresso em UFC/mL* em ensaio na
presenca de iluminacéo (1)

AMPAH AMPAE Controle  Controle Controle Controle Inoculo

25mg/mL  25mg/mL  Inoculo  negativo positivo positivo Inicial
PDT

Candida 2,2.10" 2,1.10° > 10" > 10" 0° 0° 1,14.10'

dubliniensis (1,29) (1,50)% (0,30) °
ATCC 778157

Candida 1,86.10°  2,0.10° > 10° >10° 0° 0° 1,70.10°
dubliniensis (2,10)° (2,05)2 (0,10)°
ATCC 777

*. dados expressos como media n=6, (Coeficiente de Variacdo, CV%), onde CV (%)= (desvio
padrdo/media)x100; Controle positivo: cetoconazol (200ug/mL); Controle positivo PDT: Azul de
metileno (0,05mg/mL); Controle negativo: diluente — propilenoglicol/agua esterilizada (5:95); Inoculo
inicial: nimero de ufc/mL do inoculo. Estatistica: a ? b ? ¢, Teste de Tukey, P<0,05.
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Tabela 13: Resultado da atividade antimicrobiana das formulagdes creme e gel creme contendo
extratos de Alternanthera maritima (50 mg de extrato/g de creme ou gel creme) e amostras controles,

placa nao-irradiada, expresso como media do numero de UFC/mL.

Microrganismos Media do numero de microrganismos expresso em UFC/mL* em ensaio na
auséncia de iluminag&o (NI)

Creme Gel Creme Gel Creme Base Gel Creme Inoculo
AMPAH creme AMPAE creme com Base com Inicial
5mg/mL AMPAH 5mg/mL AMPAE conservante conservante
5mg/mL 5mg/mL 5mg/mL 5mg/mL
Candida > 10" > 10’ > 10’ > 10’ > 10’ > 10’ 1,14.10°
dubliniensis (0,30)
ATCC 778157
Candida > 10° > 10° > 10° > 10° > 10° > 10° 1,70.10°
dubliniensis (0,10)
ATCC 777

*. dados expressos como media n=6, (Coeficiente de Variacdo, CV%), onde CV (%)= (desvio
padrdo/media)x100; Controle positivo: cetoconazol (200ug/mL); Controle positivo PDT: Azul de
metileno (0,05mg/mL); Controle negativo: diluente — propilenoglicol/agua esterilizada (5:95); Inoculo
inicial: numero de ufc/mL do inoculo. Os controles do inoculo, controle negativo, controle positivo e
controle positivo PDT apresentaram os mesmos resultados como apresentados nas tabelas 11 e 12.

Tabela 14: Resultado da atividade antimicrobiana das formulacdes creme e gel creme contendo os
extratos de Alternanthera maritima (50 mg de extrato/g de creme ou gel creme) e amostras controles,
placa irradiada, expresso como media do numero de UFC/mL.

Microrganismos Media do numero de microrganismos expresso em UFC/mL* em ensaio na
presenca de iluminacgao (1)

Creme Gel Creme Gel Creme Base Creme base Inoculo
AMPAH creme AMPAE creme com com Inicial
5mg/mL AMPAH 5mg/mL AMPAE conservante conservante
5mg/mL 5mg/mL 5mg/mL 5mg/mL
Candida > 10’ > 10’ > 10" > 10" > 10’ > 10’ 1,14.10"
dubliniensis (0,30) °
ATCC 778157
Candida 2,57.10° 2,25.10° 2,83.10" 2,43.10° >10° > 10° 1,7.10°
dubliniensis (1,700  (2,40)* (2,40)* (2,80)° (0,10)°
ATCC 777

*. dados expressos como media n=6, (Coeficiente de Variacdo, CV%), onde CV (%)= (desvio
padrdo/media)x100; Controle positivo: cetoconazol (200ug/mL); Controle positivo PDT: Azul de
metileno (0,05mg/mL); Controle negativo: diluente — propilenoglicol/agua esterilizada (5:95); Inoculo
inicial: numero de ufc/mL do inoculo. Estatistica: a ? b, Teste de Tukey, P<0,05. Os controles do
inoculo, controle negativo, controle positivo e controle positivo PDT apresentaram 0S mesmos
resultados como apresentados nas tabelas 11 e 12.

Com a analise dos resultados foi possivel observar redugéo significativa de
crescimento microbiano de C. dubliniensis ATCC 778157 dos extratos hexanico e
etandlico irradiados, o que nao foi observado na auséncia de irradiacéo (Figura 39 e
Tabela 13). Entretanto para esse mesmo microrganismo nao foi observado efeito

antimicrobiano das formulacdes creme e gel creme (5 mg de creme/mL) contendo os
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extratos ativos tanto na presencga ou auséncia de luz (Tabela 14). Estes resultados,

portanto referem-se a 0,25mg de extrato ativo/mL no caso das formulacdes.

1257 B Candida dubliniensis ATCC 778157
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Figura 39: Média dos valores de unidade formadora de coldnias por mililitros (UFC/mL) de Candida
dubliniensis ATCC 778157 para os seguintes grupos estudados: Extrato Hexanico Nao Irradiado de
Alternanthera maritima (AMPAH NI) 25mg/mL (n=6); Extrato Hexanico Irradiado de Alternanthera
maritima (AMPAH 1) 25mg/mL (n=6); Extrato Etandlico N&o Irradiado de Alternanthera maritima
(AMPAH NI) 25mg/mL (n=6); Extrato Etandlico Irradiado de Alternanthera maritima (AMPAH 1)
25mg/mL (n=6). Estatistica: * ? **, Teste de Tukey, P<0,05.

Para C. dubliniensis ATCC 777, observouse reducdo significativa de
crescimento microbiano com extratos hexanico e etandlico irradiados (Figura 40 e
Tabela 15), bem como redugé&o significativa do aescimento microbiano de todas as
formulacdes (5mg de creme ou gel creme/mL) contendo os extratos (50 mg de

extrato/g de creme ou gel creme) na presenca de luz (Figura 41 e Tabela 16).
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Figura 40: Média dos valores de unidade formadora de coldnias por mililitros (UFC/mL) de Candida
dubliniensis ATCC 777 para os seguintes grupos estudados: Extrato Hexanico Nao Irradiado de
Alternanthera maritima (AMPAH NI) 25mg/mL (n=6); Extrato Hexanico Irradiado de Alternanthera
maritima (AMPAH 1) 25mg/mL (n=6); Extrato Etandlico N&o Irradiado de Alternanthera maritima
(AMPAE NI) 25mg/mL (n=6); Extrato Etandlico Irradiado de Alternanthera maritima (AMPAE 1)
25mg/mL (n=6). Estatistica: * ? **, Teste de Tukey, P<0,05.
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Figura 41: Média dos valores de unidade formadora de coldnias por mililitros (UFC/mL) de Candida
dubliniensis ATCC 777 para 0s seguintes grupos estudados: Creme contendo Extrato Hexanico (0,25
mg de extrato/mL) de Alternanthera maritima, N&o kradiado (AMPAH NI) 5mg/mL (n=6); Creme
contendo Extrato Hexanico (0,25 mg de extrato/mL) de Alternanthera maritima, Irradiado (AMPAH 1)
5mg/mL (n=6); Creme contendo Extrato Etandlico (0,25 mg de extrato/mL) de Alternanthera maritima,
N&o Irradiado (AMPAE NI) 5mg/mL (n=6); Creme contendo Extrato Etandlico de Alternanthera
maritima (0,25 mg de extrato/mL), Irradiado (AMPAE I) 5mg/mL (n=6); Gel Creme contendo Extrato
Hexanico (0,25 mg de extrato/mL) de Alternanthera maritima, N&o Irradiado (AMPAH NI) 5mg/mL
(n=6); Gel Creme contendo Extrato Hexanico (0,25 mg de extrato/mL) de Alternanthera maritima,
Irradiado (AMPAH 1) 5mg/mL (n=6); Gel Creme contendo Extrato Etandlico (0,25 mg de extrato/mL)
de Alternanthera maritima, Nao Irradiado (AMPAE NI) 5mg/mL (n=6); Gel Creme contendo Extrato
Etandlico (0,25 mg de extrato/mL) de Alternanthera maritima, Irradiado (AMPAE 1) 5mg/mL (n=6).
Estatistica: * ? **, Teste de Tukey, P<0,05.



Tabela 15: Média (n=6) e Coeficiente de Varia¢do dos valores de unidade formadora de col6nias por
mililitros (UFC/mL) e da percentagem de reducéo do crescimento microbiano quando tratados com os
extratos de Alternanthera maritima na presenca e auséncia de luz.
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Microrganismos

Media do numero de microrganismos expresso em UFC/mL*

AMPAH Redugdo AMPAH Reducdo AMPAE Reducdo AMPAE Reducdo Inoculc
25 (%) 25mg/mL (%) 25 (%) 25mg/mL (%) Inicial
mg/mL Irradiado mg/mL Irradiado
Nao Nao
Irradiado Irradiado
Candida > 10" 0 2,2.10" 99,81 > 10" 0 2,110° 98,16  1,14.1(
dubliniensis (1,29) (1,50)% (0,30)"
ATCC 778157
Candida > 10° 0 1,86.10° 98,9 > 10° 0 2,010° 99,80  1,70.1C
dubliniensis (2,10 (2,05)% (0,10)"
ATCC 777
*. dados expressos como media, n=6, (Coeficiente de Variacdo, CV%), onde CV (%)= (desvio
padrao/media)x100; Inoculo inicial: numero de ufc/mL do inoculo. Estatistica: a ? b, Teste de Tukey,
P<0,05.
Tabela 16: Média (n=6) e Coeficiente de Variacdo dos valores de unidade formadora de colbnias por
mililitros (UFC/mL) e da percentagem de redugéo do crescimento microbiano quando tratados com as
formulagdes contendo os extratos de Alternanthera maritima na presenga de luz.
Microrganismos Media do numero de microrganismos expresso em UFC/mL*
Creme  Reducao Gel Reducdo Creme Reducéo Gel Reducdo Inoculo
AMPAH (%) creme (%) AMPAE (%) Creme (%) Inicial
5mg/mL AMPAH 5mg/mL AMPAE
Irradiado 5mg/mL Irradiado 5mg/mL
Irradiado Irradiado
Candida > 10’ 0 > 10’ 0 > 10" 0 >10' 0 1,14.10'
dubliniensis (0,30)"
ATCC 778157
Candida 2,57.10" 99,20  2,25.10° 99,30  2,83.10° 99,12  2,43.10° 9924  1,70.10°
dubliniensis (1,70)% (2,40)% (2,40)% (2,80)% (0,10)°
ATCC 777

*. dados expressos como media, n=6, (Coeficiente de Variagcdo, CV%), onde CV (%)= (desvio
padrao/media)x100; Inoculo inicial: numero de ufc/mL do inoculo. Estatistica: a ? b, Teste de Tukey,

P<0,05.
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6 DISCUSSAO

O material vegetal utilizado neste estudo foi coletado no seu habitat natural
(tem 4.1, pagina 69), tendo em vista que a primeira etapa da investigacdo
farmacognésica é a coleta do material vegetal, registrando o local, a hora, a data da
coleta, ja que o meio ambiente, a hora do dia e a época do ano exercem grande
influéncia sobre a producdo e o acumulo dos metabdlitos secundarios (PEREIRA et
al.,, 2004; CECHINEL,; YUNES, 1998; MACIEL et al., 2002; TOLEDO et al., 2003).

ApoOs a coleta, a espécie vegetal aqui estudada teve sua identificacdo
botanica confirmada e uma amostra do material vegetal foi depositada em um
herbario. Para isso, foi preparada uma exsicata, essencial para a identificacao
botanica, servindo de material testemunho (item 4.1, pagina 69).

O método de extracdo utilizado foi maceracédo tendo sido obtido um bom
rendimento em massa. Este método de extracéo € realizado sob agitacdo ocasional
e sem renovacao do liquido extrator (figura 21, pagina 69). Por sua natureza, ndo
conduz ao esgotamento da matéria prima vegetal, seja devido a saturacéo do liquido
extrator ou ao estabelecimento de um equilibrio difusional entre 0 meio extrator e o
interior da célula.

No presente estudo procedeu-se o desenvolvimento de preparagdes
farmacéuticas semi-solidas (creme e gel creme), empregando uma fase oleosa e
uma fase aquosa (tabelas 8 e 9). A fase oleosa e constituida por componentes que
elevam a viscosidade da forma farmacéutica/cosmética e por vezes também séao
emulsionantes ndo ibnicos (Polawax), que por ndo apresentarem carga elétrica
predominante, permitem maior flexibilidade de uso na preparacdo de emulsdes por
serem compativeis com a maioria dos principios ativos, atuam na faixa de pH de 2,0
al2,0.

O crescimento bacteriano ocorre geralmente na fase aquosa da emulséo,
portanto oS conservantes devem estar nessa mesma fase, pois se houver a
migracao do conservante para a fase oleosa pode ocorrer a perda de efetividade do
mesmo, além disso, 0 conservante ndo deve estar ligado a nenhum dos
componentes da formulac&o, ndo deve ser adsorvido e deve estar no estado néo-
ionizado que é mais efetivo contra as bactérias (ALLEN, 2004).

A diferenca entre as duas formulacfes (creme base e gel creme base) esta

propriamente na concentracdo dos componentes, uma vez gque para a preparacao
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do gel creme base, foi utilizado Carbopol (tabelas 1, 2, 8 e 9), gel anidnico, ou seja,
gel de carga negativa, como espessante da emulsao, evitando assim concentracdes
elevadas de compostos lipofilicos, originando o gel-creme (ANTUNES, 2002;
PRISTA et al, 1967; DA FONSECA, 2000; THOMPSON, 2006; ALLEN, 2004; DIAZ
et al, 2002).

ApoGs o preparo das formulagdes creme e gel creme contendo 0s extratos
vegetais, avaliaram-se suas caracteristicas organolépticas, que se mativeram dentro
do padrdo aceitavel em termos visual, cor, textura e odor, resultando em um bom
creme e gel creme, onde estes mantiveram sua viscosidade e homogeneidade
durante a estocagem, sem sofrer contracdo de volume durante o armazenamento
(ANTUNES, 2002; PRISTA et al, 1967; DA FONSECA, 2000; THOMPSON, 2006;
ALLEN, 2004; DIAZ et al, 2002).

Determinou-se o pH das formulagbes e os valores encontrados ficaram entre
5,0 e 5,5 (item 5.4, pagina 85), o que é compativel com o pH de formulacdes tépicas
veiculadas na pele humana (ANTUNES, 2002; THOMPSON, 2006; ALLEN, 2004;
DIAZ et al., 2002).

Dentre os ensaios de estabilidade preconizados pela Anvisa (2004), tem-se o
ensaio de centrifugacdo, no qual a separacéo de fase indica perda de estabilidade
das formulacdes, acelerando as reacdes de degradacdo (MVONTAGNER; CORREA,
2004).

Em relagdo ao ensaio de centrifugagdo, para 0s extratos observouse
separacdo de fase tanto para o extrato hexanico, quanto o etandlico. Para as
formulacdes desenvolvidas ndo se verificou separacdo de fases visivel ao olho nu na
maioria dos cremes e géis cremes (base e com o0 extrato incorporado). Porém,
somente apresentou separacao de fases o gel creme com extrato etandlico de A.
maritima (AMPAE, 50 mg de extrato/g de creme) (figuras 31, 32 e 33). Assim, de
maneira geral as formulagcdes desenvolvidas favoreceram a estabilidade dos
extratos quanto a separacao de fases.

A analise preliminar de varredura na regido do visivel mostrou que 0s extratos
hexanico e etandlico de A. maritima, diluidos em metanol, apresentaram uma
tendéncia em absorver luz entre os comprimentos de onda de 600 e 700nm (figura
34) o que sugere a possibilidade de emprego como agente fotossensibilizador. Nas
condicbes de medida nédo foi possivel observar nenhuma estrutura espectral

sobressaindo do nivel de ruido, para as formulacdes sem extratos, creme base e gel
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creme base (figura 36), indicando que as formulacdes farmacéuticas utilizadas ndo
interferem na absorcédo de luz durante a terapia laser.

A formulacdo em creme contendo extrato hexénico de A. maritima
demonstrou uma tendéncia a absorver luz entre os comprimentos de onda de 600 e
700 nm (figuras 37 e 38), que € a regido de trabalho de fotossensibilizadores em
terapia antimicrobiana associada a terapia laser de baixa poténcia (DE SOUZA et
al., 2006).

Atendendo a finalidade que este estudo se propds, de avaliar a atividade
antimicrobiana de extratos naturais, foi necessario o estabelecimento de uma
concentracdo necessaria minima, bem como de uma concentragdo sub-inibitoria
(tabela 4), uma vez que além do estudo da atividade antimicrobiana do extrato
vegetal, também se prop6s estudar o seu efeito como fotossensibilizador natural.

Como ponto de partida para o ensaio biologico in vitro, foi realizada uma
triagem prévia, pelo método de difusdo em agar técnica do poco (figura 22),
determinando quais 0S extratos apresentavam ou nao efeito antimicrobiano nas
condicBes ambiente. Para 0s extratos que se mostraram ativos na concentracdo de
100mg/mL, procedeu-se a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)
(figura 23).

A determinacdo da CIM foi realizada pelo método de microdiluicdo em placa
de 96 pocos (figura 23), depois de realizada a leitura das placas para determinacao
da concentracao inibitéria minima, considerou-se como CIM, a menor concentracado
gue inibiu completamente o crescimento das cepas testadas (tabela 4).

Procedeu-se, entdo a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos em
uma concentragdo subinibitoria minima em associagdo com a radiacao laser (figura
28) e observouse que o0s extratos que nesta concentracdo subinibitoria eram
inativos passaram a ser ativos, indicando a presenca de substancias fotoativas no
extrato (tabelas 11 e 12). Para estes extratos ativos procedeu-se o desenvolvimento
de formulagbes creme e gel creme com concentracdo 100 vezes menor e procedeu
se a avaliacdo da atividade PDT antimicrobiana (tabelas 13 e 14).

Ao avaliar-se o efeito antimicrobiano da associagcédo laser/extratos e/ou
laser/formulacdes tépicas contendo os extratos sobre as culturas de C. dubliniensis
(ATCC 778157) e C. dubliniensis (ATCC 777), foi verificada diferenca
estatisticamente significativa de UFCs viaveis, bem como para o grupo controle

positivo para PDT (azul de metileno) na dosimetria laser empregada. Isto €, a
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dosimetria de 28 J/cm? determinou a inativacdo significativa de todas as espécies
estudadas (p<0,05) (tabelas 11 e 12).

A partir dos resultados de, De Souza et al (2006) que observaram que a PDT
com energia de 10,5 J (dosimetria de 28 J/cm?) aplicada durante cinco minutos com
o laser diodo e tendo azul de metileno como fotossensibilizador, inativou 91,6% das
UFCs de Candida krusei, 88,6% das UFCs de Candida albicans, 84,8% das UFCs
de C. dubliniensis e 82,3% das UFCs de Candida tropicalis, estabeleu-se um
protocolo experimental para PDT de produtos naturais e os resultados mostraram
gue frente a cepas distintas de C. dubliniensis, em PDT com energia aplicada de
10,64 J (fornecida pela dosimetria de 28 J/cm?) aplicada durante cinco minutos com
laser de InGaAIP, os extratos hexanico e etandlico, de A. maritima atuaram como
fotossensibilizadores inativando os microrganismos empregados como indicadores
da atividade (figuras 39, 40 e 41).

As dosimetrias recomendadas para uso do laser InGaAlP chegam até
130J/cm?. De acordo com os autores, dosimetrias mais altas s&o reservadas para
areas de inflamacéo crénica (ALMEIDA-LOPES ; MASSINI, 2002).

Frente a C. dubliniensis (ATCC 778157) observou-se que o emprego da luz
laser associada ao extrato hexanico (AMPAH) inativou 99,81% das UFCs, e
associada ao extrato etanolico (AMPAE) inativou 98,16% das UFCs (tabela 15).

Para a outra indicadora, o extrato hexanico e o extrato etanolico na presenca
de luz inativaram, respectivamente, 98,9 e 99,8% das UFCs de C dubliniensis
(ATCC 777) (tabela 15), sendo que essa mesma levedura, apresentouse
significativamente mais sensivel a PDT associada com as formulacdes
farmacéuticas (creme e gel creme) contendo os extratos hexanico e etandlico de A
maritima na concentracdo de 5 mg de creme ou gel creme/mL, o que corresponde a
0,25 mg de extrato ativo/mL (tabelas 13 e 14; figura 41). As taxas de inativagao
foram, respectivamente, de 99,2% (creme AMPAH), 99,3% (gel creme AMPAH),
99,12% (creme AMPAE) e 99,24% (gel creme AMPAE) (tabela 16).

Vale dizer que a concentracao do extrato bioativo efetiva na formulacéo foi de
5%, o que equivale a 0,25mg de extrato/mL, concentragdo esta 100 vezes menor do
gue a do extrato bruto que foi fotoativo a 25 mg/mL. Estes resultados demonstram
como a formulacdo farmacéutica favorece a biodisponibilidade dos ativos otimizando

a acao no sistema bioldgico.
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Considerando o critério de taxa de inativacao 6tima da fotossensibilizacao de
50% (KRESPI et al.,, 2005) observa-se que a PDT empregando a luz laser na
dosimetria de 28 J/cm? mostrou-se viavel nos grupos testes acima mencionados
(figuras 39, 40 e 41).

A poténcia util do laser que associada ao tempo de irradiacdo determina o
total de energia aplicado no local, no presente estudo foi de 10,64 J com a
dosimetria de 28 J/cm? (item 4.6, pagina 77). Trata-se de um valor de energia menor
que 12,2 J, a qual foi utilizada na inativagdo eficaz de S. sanguinis in vitro em
biofilmes bacterianos por Wilson, Burns e Pratten (1996).

No que diz respeito a atividade antimicrobiana dos extratos de A. maritima,
vale dizer que sdo necessarios estudos quanto a composicdo quimica destes
extratos bioativos na tentativa de se identificar substancias fotoativas, podendo esta
atividade n&o ser atributo de uma Unica substancia, e sim por mais de uma
substancia, dado o fato do extrato tratar-se de uma mistura complexa de
substancias (efeito de sinergismo). Além disso, muitas vezes pode-se tratar de
substancias minoritarias, quimicamente instaveis quando isoladas, o que poderia
dificultar sua caracterizacdo quimica. Por outro lado, um extrato bruto vegetal que
possui efeito bactericida satisfatério, poderia ndo necessitar de processos de
isolamento de substancias ativas, reduzindo etapas quimicas e consequentemente
custos financeiros, podendo ser utilizado como droga vegetal ou como um
fitocomplexo ou medicamento fitoterapico. Para tanto, deveriam ser garantidos a
seguranca, a eficacia e a qualidade do produto (PINTO et al., 2002). Salvador (2005)
em estudo fitoquimico biomonitorado pelas atividades antimicrobiana e
antiprotozoario, relata a presenca de flavondides aglicona e O- e C-glicosilados
como constituintes majoritarios do extrato etandlico das partes aéreas de A.
maritima, além da presenca de saponinas, esterdides e alcal6ides. No extrato
hexanico foram identificados acidos graxos, esteroides e triterpendides. Entretanto,
estudos precisam ser realizados na tentativa de se verificar se substancias
pertencentes a estas classes de metabdlitos secundarios sdo capazes de se
tornarem fotoativos e estariam contribuindo para o efeito fotossensibilizador em PDT
verificado para os extratos de A. maritima.

No presente trabalho, a PDT foi aplicada em C. dubliniensis (forma de
levedura) uma vez que foram empregados cultivos em Sabouraud dextrose-ASD

(figura 28). De acordo com Jackson et al (1999), tanto a forma de levedura como a
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forma filamentosa de Candida sp. sdo sensiveis a terapia, embora a hifa seja mais
susceptivel. Jackson et al (1999) empregaram energia de 21 J, isto é, 1,97 vezes
superior & fornecida pelos 28 J/cm? do presente estudo (item 4.6, pagina 77) e
verificaram que a sensibilidade das hifas ao PDT antimicrobiano foi 175 vezes
superior a das leveduras. A maior susceptibilidade pode estar associada a
diferencas entre hifas e leveduras na expressao dos sitios que constituem o alvo da
acao de substancias ativas. Baseado neste comparativo, se 58,33% das leveduras
de C.dubliniensis, de ambas as cepas, tendo os extratos de A. maritima como
fotossensibilizador foram sensiveis & PDT na dosimetria de 28 J/cm? (tabelas 15 e
16), € sugestivo que as hifas, que constituem a forma patogénica da candidose,
apresentem maior sensibilidade a PDT nesta mesma dosimetria. Tal probabilidade
deve ser analisada, induzindo a formacao de hifas, por meio de testes in vitro, uma
vez que a assimilacédo do fotossensibilizador pela célula é maior em meio de cultura
com condicbes mais restritivas ou na presenca de alteragdes na composicao da
parede celular tanto de hifas como de leveduras em diferentes condi¢des
fisiologicas, o que permite transporte passivo mais eficiente do fotossensibilizador
para o interior da célula (BLISS et al., 2004).

No presente estudo, o periodo de incubacdo do fotossensibilizador em
contato com as células, previamente a aplicacao do laser, foi de 1 minuto (tem 4.7,
pagina 78). Conforme o preconizado na PDT antimicrobiana, o fotossensibilizador
deve permanecer em contato com as células durante um periodo de tempo que varia
de 1 a 10 minutos, previamente a aplicacdo do laser (RIBEIRO; GROTH, 2005).

Jackson et al (1999) verificaram, in vitro, que o periodo ideal de incubacao do
fotossensibilizador azul de toluidina foi de cinco minutos para leveduras de C.
albicans e que o aumento do tempo de incubacdo néo intensifica a inativacao das
UFCs.

A aplicacao isolada do laser ndo afeta a viabilidade das células microbianas,
fato que também é observado com o emprego de luz incoerente (WILSON; MIA,
1993; JACKSON et al., 1999; ROVALDI et al., 2000 ; KRESPI et al., 2005). Jackson
et al (1999) aplicaram luz laser em leveduras e hifas de Candida sp, resultando em
energia de 21 J e nao verificaram alteracdo da viabilidade das mesmas. De Souza et
al (2006) verificaram que a aplicacéo isolada do laser provocou redugcao das UFCs
de C. tropicalis, sugerindo susceptibilidade apenas desta espécie a luz laser quando

comparado a outras espécies de Candida, incluido C. dubliniensis. Estudos
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realizados demonstram que a PDT € mais eficaz na eliminacdo de bactérias que as
aplicacoes isoladas de fotossensibilizadores e do laser, resultando na permanéncia
de mais de 50% de microrganismos viaveis (BHATTI et al., 2000; CHAN ; LAI, 2003),
0 que mostra a importancia da associacdo do laser com fotossensibilizadores para o
sucesso da PDT antimicrobiana.

A comparacgao entre os resultados em estudos experimentais utilizando PDT
nao € muito facil e isto ocorre devido, por exemplo: a grande variedade de
fotossensibilizadores existentes tanto na sua natureza quimica, quanto em suas
propriedades fisico-quimicas e fotoativas; a diversidade de possibilidades das
condi¢cdes operacionais da PDT; ao comportamento distinto frente a diferentes
microrganismos (KOMERIK et al., 2002).

A inativacdo de bactérias, tanto gram-positivas quanto gram-negativas, € bem
sucedida utilizando PDT com diferentes doses (KARRER et al., 1999; ROVALDI et
al., 2000; KOMERIK et al., 2003). Zeina et al (2002), relatam maior sensibilidade das
células bacterianas a PDT em relacdo as leveduras. Isto pode estar relacionado ao
fato de que fungos, como espécies de Candida, sGo microrganismos eucariotos,
apresentando um numero maior de organelas que servem de alvo para interacédo
com o fotossensibilizador. Outro fato a ser considerado é o volume celular, uma vez
que espécies de Candida sdo 25 a 50 vezes maiores que bactérias como
Staphylococcus sp. e Streptococcus sp.

No entanto é importante ressaltar que a PDT nao substitui a terapia
antimicrobiana convencional, porém mostra-se uma como mais uma alternativa
terapéutica topica, mais seletiva do que a antibioticoterapia sistémica, evitando a
alteracdo da microbiota normal em sitios ndo-alvos e minimizando efeitos colaterais
da administracao sistémica sendo uma opcao de tratamento local @pido, de baixo
custo e com risco de overdose baixo ou inexistente (WAINWRIGHT, 1998). Além
disso, a resisténcia microbiana pode ser evitada com o emprego da PDT, sendo
também improvavel o aparecimento de resisténcia fungica ao tratamento, ja que a
inativacdo do microrganismo é mediada por oxigénio singleto (EMBLETON et al.,
2002; KARRER et al,, 1999; TEICHERT et al,, 2002).

No presente estudo a aplicacdo da PDT em sessao Unica sobre as culturas
dos microrganismos estudados mostrou resultados satisfatérios. Desta forma, o
emprego da PDT tendo como fotossensibilizadores extratos hexanico e etandlico de

A. maritima pode constituir uma alternativa potencial para o tratamento de infeccées
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superficiais, particularmente as causadas por C. dubliniensis. Porém a estabilidade
do agente fotossensibilizador deve ser mantida até sua ativacédo pela fonte de luz,
assim como a penetracdo através da pele e da mucosa deve ser adequada
(RIBEIRO; GROTH, 2005). As formulagdes farmacéuticas contendo o extrato
hexanico e etanodlico das partes aéreas de A. maritima também foram bioativas.
Entretanto estes estudos sao preliminares, necessitando de um maior
aprofundamento tanto com os extratos, quanto com as formulacdes topicas
desenvolvidas, alem da necessidade de serem avaliados outros microrganismos

indicadores em PDT antimicrobiana com estes extratos fotoativos.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo permitiram concluir que:

Os extratos obtidos em hexano e etanol das partes aéreas de A. maritima,
apresentaram bandas de absorcédo entre 650 e 700nm compativel com a regido de
trabalho da PDT;

Os extratos hexanico (AmpaH) e etandlico (AmpaE) de A. maritima, em
concentracao sub-inibitoria (25 mg/mL), reduziram o crescimento microbiano das
duas cepas de C. dubliniensis (ATCC 778157 e ATCC 777) quando irradiados com o
laser de baixa poténcia (InGaAlP) nas condi¢cdes experimentais utilizadas;

As formulagBes creme obtidas mostraram-se estaveis no teste de
centrifugacdo e com pH = 5,5 compativel com formulacdes topicas desenvolvidas
para aplicacdo na pele humana,

As preparacdes farmacéuticas semi-solidas (creme e gel creme)
desenvolvidas contendo os extratos hexanico e etanolico (50mg/g de creme ou gel
creme) de A. maritima apresentaram efeito antimicrobiano (a 5 mg de creme ou gel
creme/mL, equivalente a 0,25mg de extrato ativo/mL) quando submetidos a
irradiacdo com laser de baixa poténcia frente a cepa indicadora C. dubliniensis
ATCC 777,

As formulacBes obtidas otimizaram a atividade dos extratos frente a C.
dubliniensis ATCC 777 quando associados a formulacdo farmacéutica tdpica,
observando-se efeito em PDT antimicrobiana para as formulagcdes contendo os
extratos em concentragdo 100 vezes menor do que a observada para o extrato bruto
nas mesmas condi¢cdes experimentais.
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8 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Os resultados obtidos neste trabalho encorajam estudos mais detalhados, dentre

eles pode-se citar:

Estudos fitoquimicos para a caracterizacdo quimica dos extratos fotoativos de
maneira a se identificar quais 0s constituintes presentes nos extratos bioativos
estariam atuando como fotossensibilizadores;

Avaliacdo de efeitos de sazonolidade e da influencia de fatores edaficos
(temperatura, luminosidade, umidade, pH do solo etc) na reprodutividade da
atividade biolégica dos extratos;

Estudos futuros tanto in vitro como in vivo, buscando-se detalhar e
pormenorizar os efeitos bioldgicos dos extratos estudados para um possivel
emprego em PDT antimicrobiana, estabelecendo-se, dentre outras abordagens, uma
curva dose resposta dos extratos bioativos frente ao laser, variando os tipos de laser
e outras condi¢cdes de irradiacdo, bem como estudando outros microrganismos e
procedendo a realizacdo de estudos de toxicidade, bem como estudos in vivo.

Investigacbes mais detalhadas das formulacbes aqui empregadas como
veiculos, visando potencializar o efeito dos extratos de A. maritima associados ao
laser de baixa poténcia para uma possivel aplicacdo da terapia fotodindmica
antimicrobiana.

Para que se possa ter uma margem de seguranca para aplicacdo in vivo, se
fazem necessarios novos estudos in vitro e em modelos animais para melhor
fundamentarem-se o0s resultados obtidos, bem como estudos desenvolvendo
procedimentos analiticos, incluindo estudos de controle de qualidade das
preparacdes farmacéuticas desenvolvidas, identificando possiveis substancias

marcadoras, dentre outras possiveis abordagens.
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