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RESUMO

e Doutoranda em Ciéncia Animal, Univer-
sidade Estadual de Santa Cruz (UESC), ] By ed Boep g : o A g :
lihéus. BA Brasi| ( ) A terapia fotodindmica antimicrobiana (TFDa) tem demonstrado grande potencial na inativagdo de varios microrganis-

mos clinicamente importantes em diversas dreas da satude, incluindo a Medicina Veterindria. O mecanismo de agdo dessa

e Médica Veterinaria especializada em modalidade terapéutica estd associado ao desenvolvimento de reagdes fotofisicas e fotoquimicas que culminam com a
dermatologia, Equalis e Mestra em
Medicina e Biofotdnica, Universidade
Nove de Julho, S0 Paulo, SP, Brasil. das pela interagio entre um comprimento de onda emitido por um dispositivo de laser e LED (Light-Emitting Diode),

inviabilizagio de células ou patégenos no tecido alvo através de espécies reativas de oxigénio (ERO). As ERO sio gera-

um fotossensibilizador (F'S) e o oxigénio molecular. Na buiatria, diversas enfermidades de importéncia clinica, econdmi-
e Curso de Medicina Veterinaria, Departa-

mento de Ciéncias Agrarias e Ambientais
(DCAA), Universidade Estadual de Santa utiliza¢do pratica desta técnica de forma individual ou em associagio com outras modalidades terapéuticas. Enfermida-

ca e epidemiolégica vém sendo submetidas a TFDa com resultados satisfatérios, o que evidencia a possibilidade da

Cruz (UESC), llhéus, BA, Brasil. des podais, mastites, linfadenite caseosa, otites e feridas cirtrgicas em bovinos, ovinos e caprinos sio alguns dos exemplos
de alterages com resultados eficientes quando tratada pela TFDa. Além dos efeitos clinicos diretos ocasionados pela
TFDa, sua utilizagdo pode auxiliar no combate a resisténcia microbiana, que € um problema de grande relevincia para a
@ Autor para correspondéncia: saide animal e humana,a medida que pode reduzir o uso de firmacos em diversas situa¢es. Para que a TFDa seja ampla-

fafilho@uesc.br mente utilizada na Medicina Veterindria e promova efeitos cada vez mais satisfatérios, seguros e replicdveis é extrema-

mente necessario a realiza¢io de novos estudos que determinem pardmetros dosimétricos para luz e para as concentra-
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Antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) has shown great potential in the inactivation of several clinically impor-
tant microorganisms in different areas of health, including Veterinary Medicine. The mechanism of action of this

therapeutic modality is associated with the development of photophysical and photochemical reactions that result in the

inactivation of cells or pathogens in the target tissue through reactive oxygen species (ROS). ROS are generated by the
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otitis, and surgical wounds in cattle, sheep, and goats are some examples of conditions effectively treated with aPDT.

Beyond the direct clinical effects of aPDT, its use may help to combat antimicrobial resistance, a highly relevantissue for
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Veterinary Medicine and promote increasingly satisfactory, safe, and reproducible outcomes, further studies are essential
to determine dosimetric parameters for light and photosensitizer concentrations, demonstrating the efficacy of the

therapy and its potential applications in buiatrics.

Keywords: laser, LED, light, photosensitizer, reactive oxygen species.



https://orcid.org/0000-0001-7314-9330
https://orcid.org/0009-0000-1810-2281
https://orcid.org/0000-0001-6456-8998

INTRODUCAO

Os antibidticos estdo entre as principais classes
de medicamentos utilizados na saide humana e
animal, com efeitos significativos no tratamento de
doengas infecciosas desde o inicio do século XX'.
Porém, o uso indiscriminado desses firmacos ao longo
do tempo resultou na expressio de genes de resisténcia
a maioria dos firmacos’. A resisténcia microbiana é um
problema de satde tunica, global e emergente cujo
enfrentamento requer esforgos coletivos dos profissio-
nais das diferentes dreas da satide e também requer
inovagdes terapéuticas préticas e eficazes na rotina
clinica’.

Entre as estratégias terapéuticas para o trata-
mento de condi¢des que envolvem a atuagdo de vérios
microrganismos (bactérias, fungos, virus), a terapia
fotodinamica antimicrobiana (TFDa) tem como
principio o desenvolvimento de reagoes fotofisicas e
fotoquimicas que culminam na morte de células
tumorais ou de microrganismos, alcangados através da
utilizac¢io de trés componentes essenciais: fonte de luz,
fotossensibilizador (FS) e oxigénio®.

A primeira contextualizagio do conceito de
morte celular resultante dos efeitos da luz foi feita por
Oscar Raab, que demonstrou a capacidade da luz em
associag¢do ao corante de acridina em provocar a morte
de protozodrios do género Parameciun’. A partir de
entdo, a técnica passou a ser empregada e estudada em
diversas dreas da satude.

A TFDa ¢é considerada uma terapia nio
invasiva e promissora, principalmente tendo em vista o
desafio oferecido por bactérias multirresistentes e os
efeitos colaterais do uso prolongado de antibidticos
convencionais’. Os mecanismos de agdo, aplicagdes
clinicas, efeitos biol6gicos e as perspectivas vinculadas
a TFDa serdo discutidos a seguir, com énfase nas
aplicagdes da técnica antimicrobiana, tendo em vista a

importancia da resisténcia bacteriana pararuminantes.
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FOTOSSENSIBILIZADORES

Os FS sdo moléculas que possuem a capacidade
de absorver luz de um determinado comprimento de
onda e desencadear reagdes fotoquimicas, gerando
espécies reativas de oxigénio (EROs) que ocasionam a
morte celular. Ao longo dos anos, muitos estudos foram
desenvolvidos com o intuito de compreender e poten-
cializar os efeitos dos diferentes fotossensibi-lizadores
disponiveis, o que levou a defini¢do de caracteristicas
consideradas indispensédveis para que essas moléculas
apresentassem propriedades biolégicas ideais para a

realizacdo da TFDa,destacando-se™:

" Alta toxicidade na presenga de luz e nio ser
tOXiCO NO escuro;

® Pureza quimica e ser estdvel em temperatura
ambiente;

= Ripida eliminagio pelos tecidos saudaveis;

® Facilmente formuldvel,

* Boareprodutibilidade;

» Alta afinidade e penetragio nas células
tumorais e nos agentes microbianos (bactérias, fungos,
virus e parasitas) em detrimento as células saudaveis;

» Ativagdo por comprimento de onda com
elevada penetragio no tecido;

* Tempo de vida ttil do estado tripleto apropria-
do para interagir com o oxigénio molecular e gerar
quantidade de EROs suficientes;

= Nio provocar alteragbes carcinogénicas ou

mutagénicas.

A maioria das pré-drogas utilizadas na saude
pertence ao grupo dos corantes triciclicos (laranja de
acridina, proflavina, riboflavina, azul de metileno,
fluoresceina e eritrosina), tetrapirrdis (porfirinas e
derivados, clorofila, filoeritrina e ftalocianinas) e
furocumarinas (psoraleno e seus derivados metoxi,
xantotoxina e bergapteno)’. Além disso, é possivel

categorizar os F'S quanto a gera¢io (primeira, segunda
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e terceira geragdo), uma vez que, com o passar do tempo

e o avancar das pesquisas, essas moléculas foram
agrupadas de acordo com as suas capacidades funcio-
nais"’ (Quadro 1).

As porfirinas sio compostos orgéinicos encon-
trados abundantemente na natureza, que desem-
penham papéis importantes como transporte de
oxigénio, transferéncia de elétrons e catilise de reages
oxidativas, o que justifica seu amplo uso na terapia
fotodinamica”. Esses fotossensibilizadores possuem
em sua estrutura cadeias laterais que tém capacidade de
interagdo com diversos grupos funcionais, além de
absorverem virias regides do espectro eletromagnético
(desde a regido do ultravioleta até o infravermelho
proximo), o que faz com que suas caracteristicas
quimicas sejam peculiares’. Deste modo, componentes
porfirinéides (porfirinas, clorinas e ftalocianinas) sio
considerados fotossensibilizadores muito promissores
para aplicagbes da terapia fotodinamica™",

As clorinas e seus derivados sio categorizados
como fotossensibilizadores de segunda geracio, cuja
estrutura quimica é muito semelhante a porfirina. A
clorofila é frequentemente utilizada como base para
sintese de fotossensibilizadores de clorina, sendo
isolada de plantas ou algas”. Apesar das semelhangas

com a porfirina, as clorinas tém sintese complexa,
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dificil purificagio e custos de produgio elevados, por
isso, si0 menos utilizadas na terapia fotodinamica’. Por
sua vez, as ftalocianinas sio compostos macrociclicos
simétricos de estrutura também préxima a das porfiri-
nas. Apesar disso, a presenca de anéis de benzeno na
molécula de ftalocianina ligado a anéis de pirrol leva a
uma absor¢do mais forte de comprimentos de onda
mais longo . Essas moléculas tém baixa solubilidade
em dgua e para reduzir os impactos dessa propriedade, a
maioria das formas comerciais desses fotossen-
sibilizadores tem veiculo aquoso para facilitar sua
utilizacio"’.

Além das porfirinas e das moléculas semelhan-
tes a ela, existem outros fotossensibilizadores, como o
azul de metileno e a curcumina, que tém efeitos impor-
tantes, principalmente no tratamento de alte-ra¢oes
infecciosas. O azul de metileno (AM) é um corante que
pertence a classe de compostos feno-tiazinicos, sendo
amplamente utilizado como foto-ssensibilizador na
terapia fotodinimica antimicro-biana nas diversas
dreas da saude. Devido ao seu baixo peso molecular e
carga positiva, passa facilmente pelas membranas
bacterianas gram-positivas e gram-negativas. O
espectro de absor¢do das moléculas do AM é de 590
nm pelos dimeros e 665 nm pelos mondmeros, por isso

(0] COIan'imCl’ltO de onda que interage com este corante

Quadro 1. Geragoes dos agentes fotossensibilizadores (FS) e suas caracteristicas.

Geragdo Caracteristicas

8
espaco)’.

1a FS a base de porfirinas (predominavam na década de setenta, quando a TFDa comegou a ganhar

FS derivados de porfirinas e sintéticos, tais como: acido 5-aminolevulinico (5-ALA ou ALA),

benzoporfirina, clorinas, texafrinas, bacterioclorinas, ftalocianinas e bacteriofeoforbidas,

Da
desenvolvidos com o objetivo de aprimorar os efeitos e reduzir as limitacdes dos componentes da
12 geracdo®.

32 FS de 22 geragdo modificados e vinculados a outras moléculas que aumentam sua especificidade

tratamento de neoplasias™.

(nanoparticulas, anticorpos, peptideos e outros), sendo utilizados predominantemente no




deve estar na regido do vermelho, por apresentar

intensa absor¢do nessa faixa do espectro eletromagné-
tico".

As reacgdes fotodindmicas induzidas por
totoexcitagdo do FS sio conhecidas por causar danos a
diversas biomoléculas, como dcidos nucléicos, protei-
nas e lipidios, e essas altera¢des tém sido descritas na
literatura™”. A curcumina é um composto fendlico
com efeitos antioxidantes, antissépticos, antivirais,
antitumorais e anti-inflamatérios. Diversos ensaios
clinicos relataram a inativagdo de microrganismos pela
curcumina irradiada com a luz azul, como: Candida
albicans, Staphylococcus aureus, Staphylococcus mutans,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa”. A escolha da
curcumina como F'S associada com a luz azul, reduz a
viabilidade de microrganimos, como bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas, fungos, virus e protozodri-
os, tornando-se promissora nas infec¢des causadas por
bactérias multirresistentes.

Um ponto muito importante a ser considerado
é que a eficiéncia da TFDa depende das concentragoes
do fotossensibilizador, das espécies de microrganismos
no sitio da lesdo, do comprimento de onda e das

N . 1. . . ~ 1,20
fluéncias utilizadas durante a irradiagio .

MECANISMOS DE ACAO DA
TERAPIA FOTODINAMICA E
AS CONSEQUENCIAS NOS
ALVOS BIOLOGICOS

Uma fonte de luz com comprimento de onda
adequado (Figura 1), um agente fotossensibilizador e
oxigénio molecular sdo componentes bdsicos para a
aplicagdo da TFDa. Desta forma, para que ocorram os
efeitos fotodinaAmicos, a molécula do fotossensibiliza-
dor deve absorver, durante a irradia¢do, pelo menos um
téton de luz especifico, para ocasionar um estado
excitado do FS e possuir tempo suficiente para

interagir com moléculas presentes em um ambiente
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oxigenado e induzir reagdes foto-oxidativas™”. As
EROs geradas reagem rapidamente com biomoléculas
presentes no sitio em que se encontra o fotossensibili-
zador excitado, como por exemplo as paredes celulares
de micro-organismos, membranas lipidicas, proteinas e
dcidos nucléicos, levando a citotoxicidade. O fotossen-
sibilizador retorna ao seu estado inicial apés este ciclo,

pronto para absorver um novo féton e gerar espécies
7,21,22

reativas de oxigénio adicionais

Figura 1. Equipamentos e fotossensibilizador utilizados na

terapia fotodindmica antimicrobiana (TFDa). (A) Foto-

ssensibilizador azul de metileno. (B) Oculos de protecdo
individual para A= 660nm e £= 808nm. (C) Cluster de laser
e caneta laser (Foto: F.A.Martins).

A absor¢do da maioria dos fotossensibilizado-
res, capazes de gerar EROs, ocorre na regido visivel do
espectro eletromagnético. Quando uma molécula do
FS no estado fundamental, ou seja, nio excitada,
absorve um féton de luz, essa passa para uma molécula
em estado excitado singleto. Para absorver um féton, a
lacuna de energia entre a molécula no estado funda-
mental e no estado excitado deve corresponder ao
quantum de energia transportado pelo féton. Molécu-

las do F'S no estado singleto excitado, no entanto, sdo




geralmente instdveis com um curto tempo de vida e

retornam rapidamente ao seu estado fundamental por
processos nio radioativos, fotofisicos (caso haja
emissdo de luz estimulada pela radiagdo luminosa —
fluorescéncia) ou podem sofrer cruzamento intersisté-
mico para um estado tripleto de energia, com tempo de
vida mais longa em compara¢do ao estado sigleto
excitado. O FS no estado tripleto pode perder energia
por processo fotofisico (fosforescéncia) ou participar
da formagio de EROs por dois diferentes fotoproces-
sos: reagoes do tipo I ou do tipo 17",

® Reagdo do tipo I: ha transferéncia de elétrons
entre o estado tripleto do fotossensibilizador e as
moléculas de oxigénio das células alvo, o que leva 2
formagido de EROs (anion superéxido (O2™), peréxido
de hidrogénio = H,O, e radicais hidroxila = -‘OH) com
capacidade de provocar danos irreversiveis a membrana
plasmatica™”*

= Reagdo do tipo II: é baseada na transferéncia de
energia do fotossensibilizador no estado tripleto para o
oxigénio molecular, que resulta na formagdo de oxigé-
nio singleto (*O,). A molécula 'O, é intensamente
interativa e pode provocar danos oxidativos a membra-
na e parede celular, desse modo, bactérias, fungos e
virus sdo afetados pelo oxigénio singleto. Além disso,
essa molécula tem uma meia vida e um raio de a¢io
curto, logo, seus efeitos se desencadeiam rapidamente e
em um espago limitado, sem causar danos as células
adjacentes. Por isso, considera-se a reagio do tipo II
como a principal via em se tratando de afec¢des micro-

7,27,28 o . e A - . A
. ESPCCICS reativas de 0x1g¢enio, Como Ox1gc-

bianas
nio singleto, dnions superdxido, peréxido de hidrogé-
nio e radicais hidroxila, apresentam um amplo espectro
de atividade que ocasionam lesdes em numerosos
componentes moleculares dos microrganismos, como
proteinas, lipidios e dcidos nucléicos, o que torna muito
improvédvel que esses agentes microbianos possam
desenvolver resisténcia”. A figura 2 evidencia as etapas

envolvidas nas rea¢ées do tipo I e I1.
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Figura 2. Demonstracio das rea¢des do tipo I e tipo II
durante a terapia fotodinimica. A luz irradiada interage
com o FS, que reage e atinge o estado de singleto excitado;
apos sofrer um cruzamento entre sistemas o FS apresenta-
se em estado tripleto excitado, podendo sofrer duas reagdes:
do tipo I ao interagir com o oxigénio molecular formando
EROs, ou do tipo II ao transferir energias produzindo
oxigénio singleto. FS: fotossensibilizador, 'FS*: estado
singleto do fotossensibilizador, *FS": estado tripleto do
fotossensibilizador, *O,: estado tripleto do oxigénio, 'O,

estado singleto do oxigénio, EROS: espécies reativas de

oxigénio (Fonte: Adaptado de Silvaetal.”).

Como citado anteriormente, a TFDa tem
efeitos satisfatérios quando aplicada ao tratamento de
processos infecciosos de diferentes origens. Todavia,
nos wltimos anos o uso intenso e indiscriminado de
antibiéticos resultou no desenvolvimento de diversas
bactérias multirresistentes, o que intensificou a
realizagio de pesquisas que objetivam a exploracio de
terapias alternativas que sejam capazes de debelar os
agentes em questio, dentre elas a TFDa”. Diante disso,
entende-se que hd uma maior tendéncia a utilizagio
dessa modalidade terapéutica no tratamento de
infecgbes provocadas por bactérias, quando compara-

das as doengas virais e fingicas, por exemplo.




Os efeitos da TFDa resultam da atuagio das

EROs, geradas por meio da interagio entre a luz e o
fotossensibilizador na presen¢a do oxigénio, sobre os
componentes moleculares das células alvo (lipidios,
proteinas, carboidratos, cidos nucleicos)"". Por isso, o
tipo de fotossensibilizador utilizado, assim como a
composi¢io das bactérias pode interferir no processo
totoquimico,de modo que bactérias gram positivas, por
exemplo, sio mais sensiveis a TFDa quando com-
paradas as gram negativas™”'. Esse e outros aspectos
associados aos efeitos da terapia fotodinimica serdo
contextualizados a frente.

Diversas organelas celulares podem ser alvos
biolégicos das ERO e oxigénio singleto gerados na
TFDa, sendo essas moléculas rapidamente fotooxida-
das ocasionando diferentes danos celulares, por apop-
tose ou necrose, ou destrui¢do de microrganismos
patogénicos. Diferente dos mecanismos de agio
especificos dos antibidticos, as EROs podem oxidas ar
varios compostos microbianos como lipidios da
membrana celular, proteinas e material genético"”
(Figura 3).

A membrana celular possui dupla camada de
tostolipidios, interagindo intimamente entre si e com

as proteinas da membrana. Reagdes em cadeia podem

Principais radicais livres produzidos no organismo

*® @ @
Oxigénio singleto Anion 6xi Radical OXi

H;Q: ’ H . H ;é: H

Perdxido de hidrogénio Radical hidroxila

fon hidroxila
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se espalhar através da membrana, causando sérios
danos que, por fim, resultam em necrose por ruptura da
membrana®. A peroxidagio lipidica ocorre quando um
componente pré-oxidante reage com um 4cido graxo
insaturado da membrana biolégica. Isso causa uma
mudanga nas propriedades fisicas e quimicas das
membranas, gerando dano celular critico que, na
maioria das vezes, leva 4 necrose™". Vale salientar que
os radicais hidroxila sdo espécies apolares extrema-
mente reativas, que sequestram um atomo de hidro-
génio dos lipidios saturados, formando radicais lipidi-
cos (L-). Pode ocorrer uma interagio do radical lipidico
com as moléculas de oxigénio no estado fundamental,
tormando radicais peroxil, que reagem com outros
lipidios, propagando reacbes em cadeias até que
ocorram reacdes de recombinacio ou dismutacio™.

As proteinas, estruturas compostas por amino-
acidos ligados entre si por ligacoes peptidicas, sdo as
macromoléculas mais importantes das células. Essas
sdo uns dos principais alvos de agdo das EROs, além de
apresentarem elevada afinidade de reagio pelo oxigénio
singleto™ """, A oxidagio de proteinas pode ser induzi-
da pela oxidagdo direta dos aminodcidos pelas EROs
ou por meio dos subprodutos gerados pelo estresse

oxidativo, como por exemplo, carboidratos e lipideos

Principais locais de produgdo

I

ias F i NADPH oxidase
(Nox2)

Estresse oxidativo

NADPH oxidase

Agentes lesivos (Nox2)
Alteragdes ultra estruturais

P \ f?’%c

4 v &

> (Ero's

Reagdes Cadeia

ia

ERO's )
o g | @
i 3
gt 4

Lipidios Proteinas Material genético

Principais alvos celulares de espécies
reativas de oxigénio

Figura 3. Estresse oxidativo — principais espécies reativas de oxigénio (ERQ's), sitios de producio, eventos fisiolégicos e patolégicos
) ) te} o]

que potencializam a produgio de ERO's e alvos celulares mais importantes.




>

modificados pelo estresse oxidativo’™”. Dos aminoaci-
dos primdrios, apenas cisteina, histidina, metionina,
tirosina e triptofano reagem significa-tivamente com
'O, em pH fisiolégico, formando principalmente
20,32,35

hidroperéxido e endoperéxido™ . A formagio de
endoperdxidos instiveis como resultado da agdo das
espécies reativas de oxigénio em proteinas altera a
conformacio e a funcionalidade das mesmas, afetando
as atividades bioldgicas essenciais a4 sobrevivéncia
celular™™*,

A indu¢io de danos oxidativos nas bases do
DNA ocorre a partir da sua reagio com ERO, devido a
oxida¢do direta dos dcidos nucléicos. Podem gerar
tanto as quebras em uma das cadeias do DNA quanto
causar quebras simples em posi¢oes simétricas nas duas
cadeias do DNA. Essas quebras simples podem
ocasionar quebras duplas durante a replicagio celu-
lar"". O peréxido de hidrogénio danifica diretamente
o DNA, através da degradagdo da cromatina e da agdo
do Oxigénio singleto (‘O,), que reage significativa-
mente com a guanina em pH neutro™". As EROs sio
importantes no mecanismo de danos aos dcidos
nucléicos (DNA e RNA), prejudicando os processos de
replicagio, transcri¢io e tradugio™. Ja o radical peroxil
(ROO), uma vez formado, se reconfigura através da
reacio de ciclizagdo dos endoperéxidos (precursores do
malondialdeido). O produto final do processo de
peroxidagio, o malon-dialdeido (MDA) é formado,
causando danos ao reagir com as bases de DNA”,

Quando o tipo e a intensidade de danos exce-
dem a capacidade reparadora das células, os mecanis-
mos essenciais para sobrevivéncia celular podem ser
seriamente afetados se a replicagio ou transcrigdo
precede a reparagio, podendo conduzir as células a

A 18,28,42
morte ou resultar em bases mutagemcas .
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EFEITOS DA INTERACAO ENTRE
FOTOSSENSIBILIZADORES E
AGENTES MICROBIANOS

Os primeiros estudos a respeito da TFDa
demonstraram a capacidade desta terapia em induzir a
morte de certos microrganismos. Porém, ao longo dos
anos, constatou-se que existem diferengas na forma
como esse processo se desenvolve e isso se deve, entre
outras coisas, as caracteristicas morfoldgicas e estrutu-
rais dos diferentes agentes infeciosos.

A parede celular das bactérias ¢ um dos princi-
pais componentes envolvidos na intera¢do com a luz e
os fotossensibilizadores". Esta estrutura é um envolté-
rio resistente que reveste e protege a membrana plas-
mitica e, consequentemente, estd associada ao controle
de entrada e saida de moléculas nas células®. E utilizada
como referéncia para classificagdo das bactérias como
gram positivas ou gram negativas”

A diferenga entre a parede celular Gram
positiva da negativa consiste na auséncia de membrana
externa, no periplasma significativamente menor, na
espessura e na conformagcdo dos peptideoglicanos. Por
isso, as moléculas de superficie em organismos Gram-
positivos exigem sistemas especializados para trans-
portar e ancorar moléculas através da membrana
externa®.

Entre as bactérias Gram positivas estdo Nocar-
dia sp., Clostridium sp,, Cornyebacterium sp., Mycoplasma
sp., Staphylococcus sp., Streptococcus sp. Ao passo que a
Escherichia sp., Klebsiella sp., Enterobacter sp., Pseudomo-
nas spe Salmonella sp. sio exemplos de bactérias Gram
negativas”. De modo geral, ambos os grupos contém
agentes de grande importincia para a saide e que,
frequentemente, estao envolvidas em situagdes clinicas
submetidas a TFDa’.

Os protocolos de TFDa que visam a inativagio
bacteriana podem variar de acordo com a classificagio
destes agentes. Em razdo das diferencas descritas

anteriormente, bactérias Gram positivas tendem a ser




mais susceptiveis aos efeitos da técnica em relagio as

Gram negativas, que sdo mais resistentes a alguns
fotossensibilizadores”. Deste modo, caracteristicas
como a hidrofobicidade e a polaridade do fotossensibi-
lizador podem influenciar na quantidade de moléculas
que atingem o meio intracelular, na capacidade de
atravessar estruturas biolGgicas destas moléculas e no
local de atuagio’.

As reagdes fotoquimicas geradas pela aplicagio
da TFDa ocorrem em vérios niveis e se baseiam na
intera¢do entre a luz, o fotossensibilizador e diversos
componentes celulares, como a dgua, proteinas, carboi-
dratos, canais i6nicos e dcidos nucleicos'’. Apesar disso,
acredita-se que danos provocados a0 DNA e 4 mem-
brana plasmiticas sejam os efeitos mais significativa-
mente ligados 2 inativagdo bacteriana neste contexto™.

Os danos causados a0 DNA das células pela
agdo da TFDa, ocorrem principalmente, devido as
espécies reativas de oxigénio produzidas a partir das
reagoes do tipo I ou tipo II ja contextualizadas™. O
oxigénio singleto, especificamente, provoca danos mais
expressivos na guanina, resultando em mudangas da
estrutura quimica a partir da decomposi¢io de endope-
réxidos™. Entretanto, sio observados danos tanto nas
demais bases nitrogenadas, quanto nas outras estrutu-
ras que compdem as moléculas de DNA, o que leva a
alteragbes quase irreversiveis e, portanto, letais na
maioria dos casos™".

Por outro lado, os radicais livres podem lesionar
de forma importante a membrana plasmatica, princi-
palmente por meio das reagdes de peroxidagio lipidica,
permitindo a saida de conteddo intracelular ou com-
prometendo diretamente os canais de transporte
transmembrana' .

Para que tais efeitos sejam observados, o
fotossensilizador precisa penetrar na parede celular da
bactéria e alcan¢ar a membrana plasmdtica ou o
citoplasma. Portanto, a destrui¢io de bactérias Gram-
positivas pela TFDa, é mais facil quando comparada as

Gram-negativas. Para potencializar seus efeitos no
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segundo caso, sdo utilizados recursos que aprimoram a
estrutura quimica dos fotossensibilizadores, como
modificagdo da carga, associa¢do com firmacos,
proteinas,anticorpos e outros’ "

Os virus sdo parasitas intracelulares obrigatéri-
os ¢ a TFDa pode afetar as estruturas lipidicas ou
proteicas da membrana do envelope viral. Esta agao
pode ser observada até mesmo no acido nucléico, onde
ocorre a modificagdo de bases, a quebra de hélice e a
tormacio de acidos nucléicos com ligagao cruzada de
proteinas. Independentemente da interagdo especifica
com um receptor, a terapia fotodindmica demonstra ser
uma ferramenta eficiente para eliminar estes agentes'
¥, Na literatura, foi constatado que a TFDa pode ser
mediada por diferentes tipos de FS para inativar tanto
virus de DNA quanto de RNA, confirmando que essa
terapia, pode destruir estruturas virais como proteinas
do capsideo e lipidios do envelope, considerados seus
principais alvos de fotoinativagio, promovendo assim,
extravasamento de conteido viral e inativa¢io das
enzimas virais”"". Logo, o processo de resolugio da
enfermidade é mais rdpido, suprimindo o virus, redu-

zindo a gravidade daslesdes e prevenindo recidivas.

TERAPIA FOTODINAMICA NO
TRATAMENTO DE DOENCAS
INFECCIOSAS EM RUMINANTES

As doengas infecciosas estio associadas fre-
quentemente ao desenvolvimento e proliferagao de
agentes bacterianos. A resisténcia destes agentes a
antibidticos constitui uma grave ameaga para a satde
publica”. Neste contexto, a terapia fotodinimica
antimicrobiana é considerada uma importante alterna-
tiva no tratamento de infecgdes bacterianas™. Com o
passar do tempo a técnica tem sido aprimorada e ja se
sabe de sua eficicia contra diversos agentes e em

diferentes situacoes e diferentes espécies ruminan-

tes™" (Quadro 2).
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Quadro 2. Efeitos da terapia fotodindmica no tratamento de lesoes de diferentes origens.

Tipo de alteracdo

Comprimento

Resultado

de onda

Fotossensibilizador

tratada

Terapia fotodinamica eficaz quando

) o 635 nm Azul de toluidina Mastite subclinica aplicada in vivo para mastite bovina,
leiEle Etel (vermelho) 2,5% bovina. sem necessidade de separagao dos
animais do rebanho.
Terapia fotodinamica mostrou-se
. . . mais eficaz que a terapia
Sellera et al.” A0l AL EB N Dermamtg peia convencional e pode ser utilizada na
(vermelho) 0,01% bovina " L
pratica veterinaria no tratamento
desta doenca.
Porﬁri.rlas_ tetra- e TRE InaFiv.a(;éo in vivo das cepas e is,olados
Seeger et al.” 4SS (T cationicas bovina por Moraxella cllnlcgs de Morqxe{/a i 10 2>
(Azul) (H,TMeP e ZnTMeP) 5 0 Vi) min de irradiacdo, atingindo
4,0 uM inativagdo completa até 7,5 minutos.
O tratamento diminuiu a contagem
bacteriana total de Staphylococcus
Silva et al. 660 nm Azul de metileno Mastite clinica e spp., Streptococcus spp e Escherichia
(vermelho) (100 uM) subclinica ovina coli, com inativagdo de todas as
bactérias a partir de 48 horas apos o
tratamento.
Todos os animais responderam ao
protocolo, ndo havendo sinais
Selllera crals 660 nm Azul de metileno Linfadenite inflamatdrios apds uma semana de
(vermelho) (60 um) caseosa em ovinos tratamento. Todos os linfonodos
voltaram ao tamanho normal apds
duas semanas.
O tratamento foi eficaz no
) tratamento de otites bacterianas sem
Silva et al.” 660 nm e metilgE Otite ovina bacteriana uso de antibiético, promovendo
(vermelho) (0,01%) melhora clinica e bem-estar do
paciente.
Observaram, ao término do
Alzamora Filho 660 nm Azul de metileno Dermatite interdigital tratamento, cicatrizagdo completa
etal” (vermelho) (0,01%) ovina das lesdes podais e auséncia de
claudicacdo.
LesGes podais Terapia fotodinamica foi eficaz na
Franco et al. 665 nm Azul de metileno infecciosas melhora clinica na claudicagdo dos
(vermelho) (20 um) (Candida spp., animais e no controle das populagées
Staphylococcus spp.) de microrganismos contaminantes.
) ) L Melhor fechamento das feridas
Valandro et al * 660 Nnm Azul de metileno Fgrlda cirdrgica em. e e dhs
(vermelho) (0,01%) bovinos (rumenostomia) g e —

40



A TFDa tem sido utilizada em diferentes 4reas

da saide como principal modalidade terapéutica ou
associada a terapias convencionais e tem demonstrado
resultados satisfatérios, seja por meio da redugio direta
da carga de microrganismos ou pela potencializagio
das respostas vinculadas a outros protocolos”. Na
medicina veterindria, a terapia fotodindmica pode ser
indicada no tratamento de uma variedade de enfermi-
dades em animais de produgio, ruminantes e equinos.
Seu uso é relatado em casos de feridas infectadas, otites,
papilomatose, abscessos de linfadenite caseosa, podo-

dermatites, dermatite digital,entre outras™"”.
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A Corynebacterium pseudotuberculosis é a
bactéria responsavel pela linfadenite caseosa, que é uma
doenga inflamatdria cronica e contagiosa de grande
importancia em todo o mundo, com prevaléncia
expressiva em pequenos ruminantes (Figura 4), o que
gera perdas importantes a cadeia produtiva nesse
contexto”. Sellera et al.” demonstraram a efetividade
daTFDa no tratamento das lesdes associadas a linfade-
nite, que se baseou na aplicagio do azul de metileno no
interior das lesdes apds incisao cirtrgica e drenagem do
abscesso. Esse protocolo proporcionou a regressio do

volume nodal e a cicatriza¢do das lesdes em todos os

Figura 4. Aplicagio da PDT em linfonodos em um quadro de linfadenite caseosa ovina. (A) Incisio no linfonodo para aplicagd4o do

azul de metileno. (B) Aplicagdo do fotossensibilizador em toda a extensdo exposta do linfonodo. (C) Aplicagdo do laser com

comprimento de onda vermelho. (D) Redugio do volume nodal e cicatrizagio completa apés o término do tratamento (seta) (Fonte:
Selleraetal.”).




animais avaliados™ (Figuras 4 e 5).

Processos inflamatérios infecciosos ou com
contaminacdo bacteriana secundiria também sio
muito comuns nos cascos de ruminantes, sendo
considerados agravos de grande relevincia na buiatria.
Franco et al.” estudaram os efeitos da TFDa no
tratamento de diferentes alteragbes podais em vacas
leiteiras, a exemplo da dermatite interdigital, doenca da
linha branca, podriddo do casco e erosio do taldo, o
protocolo se baseou na utilizagido do azul de metileno
(20 pM), comprimento de onda vermelho (A= 660nm),
modo continuo, 192 Joules/cm® por 20 minutos. Os
resultados demonstraram a capacidade do tratamento
de promover melhora clinica na claudica¢io dos
animais e no controle das populagdes de microrganis-
mos contaminantes como Candida spp., Staphylococcus
aureus e Micrococcus spp.

Em adi¢do a isso, Alzamora Filho et al.”
utilizaram a TFDa no tratamento da dermatite inter-
digital em ovinos e também constataram a efetividade
da modalidade terapéutica, sendo observada nessa
situagdo cicatrizagdo completa das lesdes podais
(Figura 6) e auséncia de claudicagio™. Neste caso,
utilizou-se solu¢do aquosa de azul de metileno

(300 pM), com tempo de pré-irradiagio de cinco

Revista Brasileira de Buiatria - Silva et al., v.2, n.1, p.32-50, 2025.

minutos e irradiada com laser vermelho (A= 660nm),
energia de 9] por ponto de aplicacio, fluéncia/ponto de
321J/cm’ e tempo de exposi¢io/ponto de 90 segundos.

A mastite é outra afec¢io de grande relevancia,
que provoca impactos importantes na cadeia produtiva
dos rebanhos bovinos, ovinos e caprinos no Brasil, e a
TFDa tem sido considerada uma alternativa no
tratamento dessa alteracio. Moreira et al.”’ avaliaram
os efeitos desta modalidade terapéutica no tratamento
da mastite bovina subclinica (Figura 7) e observaram
que a técnica foi eficaz quando aplicada in vivo, sem
necessidade de separagio dos animais do rebanho™. Por
sua vez, Silva et al.”’ averiguaram a efetividade da
terapia fotodindmica no tratamento da mastite ovina
clinica e subclinica e evidenciaram que o tratamento
diminuiu a contagem bacteriana total de Staphylococcus
spp., Streptococcus spp e Escherichia coli, com inativagdo
de todas as bactérias a partir de 48 horas apés o trata-
mento.

A ceratoconjuntivite infecciosa bovina tam-
bém ¢é uma doen¢a importante que provoca perdas
economicas significativas, cujo tratamento convencio-
nal tem eficicia limitada. Nesse contexto, Seeger et al."
demonstraram que a TFDa é capaz de inativar a

Moraxella bovis cultivada a partir de lesdes em bovinos

Figura 5. Aplicagio da TFDa e fotobiomodulagio em abscesso ocasionado pelo Corynebacterium pseudotuberculosis em ovino,

diagnosticado pelo laboratério de bacteriologia do Hospital Veterindrio da Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, BA. (A)

Lesdo com secregio caseosa. (B) Irradiagdo com laser de A= 660nm, energia de 9 J/ponto de aplicagdo, densidade energética de 321,4

J/em? e azul de metileno a 0,01%. (C) Ferida sem infeccdo e auséncia de inflamacdo na borda e (D) ferida cicatrizada™ (circulo

pontilhado).




. .. . . 51
com CCI‘B.tOCOHJunthltC infecciosa’. Neste estudo o

fotossensibilizador utilizado foi a porfirina de zinco (4
pM), luz LED com uma taxa de fluéncia de 25
mW/cm’ e dosagem total de luz de 45 J/cm’ em 30
minutos.

Além disso, Silva et al.” evidenciaram os efeitos
daTFDa no tratamento da otite ovina bacteriana, que

toi eficaz sem uso de antibidtico, promovendo melhora
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clinica e bem-estar, tornando-se uma alternativa ao
tratamento convencional” (Figura 8). Em ambos os
casos as lesdes eram higienizadas antes da aplicagdo do
FS, com o intuito de potencializar os efeitos da técnica
terapéutica, o fotossensibilizador utilizado foi o azul de
metileno (300 pM), intervalo de 48 horas, pré-
irradia¢do de cinco minutos, comprimento de onda

vermelho (660nm) e energia de 9] por ponto.

Figura 6. Aplicagdo da terapia fotodonimica antimicrobiana em um caso de pododermatite ovina. (A) Remogio da parede abaxial e

fissura vertical (seta) na haste lateral do membro toracico direito. (B) Remogio estruturas necréticas na sola da unha medial do

membro toricico esquerdo. (C) Presenca de tecidos epidérmicos queratinizados e redugio de fissura (seta) no membro toricico

direito no 5° dia. (D) Recuperagio clinica de lesdes nos pés do membro torédcico esquerdo no 11° dia”.
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Figura 7. Aplicagdo da terapia fotodinimica antimicrobiana (PDT) nos tetos de vacas lactantes com mastite subclinica (Fonte:

Moreiraetal.”).

Figura 8. Ovino com otite bacteriana submetido 2 terapia fotodindmica. (A) Edema e crostas difusas no pavilhdo auricular no

primeiro dia de tratamento e (B) redugio das alteragoes trés dias apds o inicio do tratamento (Fonte: Silva et al.”).

Além de doengas infecciosas especificas, a
TFDa pode ser utilizada no tratamento de feridas
contaminadas, sejam elas acidentais ou cirdrgicas.
Valandro et al.” utilizaram a técnica em questdo no
periodo pés-operatério de bovinos submetidos a
rumenostomia, o que resultou em um melhor fecha-

mento das feridas cirdrgicas e diminui¢ao das compli-

cagdes pos-cirurgicas (Figura 9). O fotossensibilizador
utilizado foi o azul de metileno a 0,01%, comprimento
de ondavermelho (660 nm) e energia de 9]/ponto.

A terapia fotodinimica ¢ utilizada para trata-
mento do herpes em humanos e baseado nesse concei-
to, utilizou-se essa metodologia com uma alternativa

no tratamento de um caso clinico de Ectima Contagio-




so em um caprino. Esse procedimento favoreceu a
reducio da contaminagio microbiana e viral e da
inflamagio, acelerou o processo cicatricial das feridas e
promoveu analgesia em um periodo de 24 horas apés a
TFDa, permitindo a ingestdo de alimentos (Figura 10).
Realizou-se a aplicagio do azul de metileno 0,03%,
seguida da irradiagdo com comprimento de onda
vermelho (660nm), energia de 9]/ ponto de aplicagio e
densidade energéticade 321,4]/cm’.

A terapia fotodinamica é uma alternativa eficaz
para infec¢oes fingicas localizadas sem efeitos adver-
sos graves, sendo uma nova abordagem de terapia. A
dermatofitose é uma das doencgas mais comuns,
afetando pessoas que vivem em paises de clima quente
e umido ou pacientes imunossuprimidos. Os dermat6-
fitos causam lesdes na pele ou nas unhas. Os tratamen-

tos mais comuns sdo realizados com antifingicos
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Figura 9. Aplicagio da terapia fotodina-
mica antimicrobiana (PDT) como

tratamento poés rumenostomia. (A)

PDT imediatamente apés i cirurgia, (B)

pontos de aplicagdo entre as suturas
(jungdo entre rumen e pele) e (C) nas
bordas da lesio. Evolugio da cicatrizagio
da feria cirtrgica (D) catorze e (E) 28
dias ap6s o inicio do tratamento (Fonte:
Valandro etal.™).

tépicos e orais. Alguns farmacos utilizados por via oral,
podem apresentar efeitos adversos, principalmente
hepatotoxicidade. A TFDa ¢é capaz de matar fungos
dermatéfitos como o Trichophyton mentagrophytes e o
Microsporum gypseum™". Fungos, incluindo leveduras,
também foram submetidos ao tratamento fotodinami-
co com os corantes fenotiazinicos. O azul de metileno
associado a luz vermelha, é capaz de inativar Candida
albicans”. As hifas e as leveduras podem apresentar
diferentes suscetibilidades a terapia.

Conforme contextualizado anteriormente, a
terapia fotodindmica é um tratamento minimamente
invasivo cujos efeitos se desencadeiam por meio da
interagdo entre um fotossensibilizador e luz, na presen-
¢a do oxigénio, com o objetivo de matar células tumo-
rais ou destruir as células microbianas, sejam bactérias,

fungos, virus ou parasitas. Até o momento, nio existem
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Figura 10. Aplicagio da terapia fotodindmica antimicrobiana (PDTa) como tratamento de ectima contagioso em
caprino. (A) Ovino com les6es crostosas na comissura labial, lingua e narinas. (B) Aplicagdo do azul de metileno 0,03%e
(C) irradiagio com laser de A= 660nm, energia de 9 J/ponto de aplicagio e densidade energética de 321,4 J/cm®. (D)
Apébs24horasdaPDT.

evidéncias de resisténcia microbiana a2 TFDa, sendo
uma alternativa terapéutica para lidar com o aumento
da resisténcia aos firmacos observada nos pacientes
com infec¢oes™.

Os parametros empregados na terapia fotodi-
namica, como dose por ponto de aplicagdo, dose total e
tempo de irradia¢do devem ser considerados para obter
uma melhor eficicia da técnica. Sabe-se que, quando
utilizada uma poténcia constante e um maior periodo
de irradiagdo, maior serd a quantidade de microrganis-
mos mortos. Outro fator importante a ser considerado
sdo as caracteristicas dos microrganismos no local da
lesao e presenga de contetdo orginico ou biofilme.
Nestes casos, os parimetros da terapia devem ser
ajustados de acordo com as caracteristicas da lesdo

. 16,37
infectada ™.




CONSIDERACOES FINAIS
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Neste artigo, foram descritos alguns aspectos fundamentais para a compreensio da terapia fotodi-
namica e os potenciais alvos biolégicos. Desta forma, com base nessas informagdes, a TFDa pode ser
utilizada como terapia complementar ao tratamento convencional, aumentando a eficicia na morte
microbiana. E uma ferramenta eficiente, com potencial de reduzir problemas futuros relacionados princi-
palmente, a resisténcia dos microrganismos aos firmacos, destacando-se os antibidticos. Vale ressaltar que a
TFDa é uma técnica que pode ser facilmente aplicada por profissionais de diversas dreas da saude, porém, é
extremamente necessario a realiza¢do de novas pesquisas que determinem pardmetros dosimétricos para
luz e para concentragoes do FS, permitindo o desenvolvimento de protocolos seguros e com resultados cada

vez mais eficazes nas diversas enfermidades dos ruminantes.
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