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Digital diseases represent a problem of great importance and high prevalen-
ce in dairy herds, causing numerous losses, mainly attributed to the premature
disposal, decrease in milk production, weight loss, reduction of fertility and high
treatment costs. This study was aimed to determine the action of photodynamic
therapy effect in the treatment of digital diseases in dairy cattle in vivo and in
vitro, also, to evaluate the effect of photodynamic action on isolated microorga-
nisms. The methodology consisted of two experiments, the first one carried out
a study of treatment efficacy of photodynamic therapy (PDT) using methylene
blue as a photosensitizer agent in vivo by evaluating the Greenough score be-
fore and after treatment, and also another experiment in vitro under the effects
of PDT in microorganisms isolated from lesions present in feeble animals. The
results showed significant improvement in lameness after treatment of PDT in
digital lesions in vivo and in microorganisms isolated in vitro. The study showed
that the in vitro response is consistent with the clinical improvement observed
in animals. We conclude that treatment with PDT was effective in reducing the
Greenough and effective score in control of the isolated microorganisms.
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RESUMO. As doencas digitais representam um
problema de grande importancia e elevada preva-
léncia em rebanhos leiteiros, acarretando intimeros
prejuizos, atribuidos principalmente ao descarte
prematuro, diminuicdo da producdo de leite, per-
da de peso, reducdo da fertilidade e aos altos custos
dos tratamentos. Este estudo teve como objetivo
determinar a acdo do efeito da terapia fotodinami-
ca no tratamento das afec¢des digitais em bovinos
de leite in vivo e também avaliar in vitro o efeito da
acdo fotodindmica sobre micro-organismos isola-
dos. A metodologia consistiu em dois experimen-
tos, primeiro foi realizado um estudo da eficacia
do tratamento da terapia fotodindmica (PDT) com
uso de azul de metileno como agente fotossensi-
bilizador in vivo, por meio da avaliacdo do esco-
re de Greenough antes e depois do tratamento, e
também outro experimento in vitro sob os efeitos
da PDT em micro-organismos isolados das lesoes
presentes nos animais claudicantes. O resultado
mostrou melhora significativa da claudicacao apds
o tratamento da PDT em lesdes digitais in vivo e
também em micro-organismos isolados in vitro. O
estudo evidenciou que a resposta in vitro é compa-
tivel com a melhora clinica verificada nos animais.
Assim concluimos que a terapia com PDT foi efi-
ciente na reducado do escore de Greenough e eficaz
no controle dos micro-organismos isolados.

PALAVRAS-CHAVE. Pododermatite, azul de metileno,
terapia fotodinamica.

INTRODUCAO

Nos bovinos, em especial de aptiddo leiteira, os
membros locomotores e os digitos sdo estruturas
anatdmicas indispensaveis para a locomogao, ali-
mentagdo e reprodugdo, por isso é fundamental
que estas estruturas estejam sempre saudéveis (Ni-
coletti 2004, Pardo et al. 2004, Andrews et al. 2008).

Estudos demonstram que mais de 90% das clau-
dicagdes na espécie bovina originam-se nos pés, di-
gitos e articulagdes (Radostits et al. 2000, Rebhun
et al. 2000). Geralmente tais estruturas sao acome-
tidas por inflamacdes e infeccdes denominadas
genericamente de pododermatites, apresentando
grandes variacdes de sintomatologia clinica e acar-
retando inameros prejuizos aos criadores (Silva et
al. 2005). Entre as afeccdes pode-se citar a hiperpla-
sia interdigital bovina, tiloma, pododermatite sép-
tica, dermatite interdigital, doenca da linha branca,
flegmao interdigital, e a podriddo do bulbo (Nocek
1993, Mendonga et al. 2003, Leao et al. 2009).

O desenvolvimento de afecgdes digitais em
bovinos com contaminagdo de micro-organismos

compromete a sanidade da pele e tecidos adjacen-
tes, determinando a claudicac¢do do animal. Além
disso, a estacdo do ano, clima, o tipo de alojamento,
o tamanho do rebanho, caracteristicas de manejo,
lactacao e gestacdo, nutricdo, idade, conformacao e
genética tem certa parcela etioldgica inter-relacio-
nada com o processo de claudicacao (Demirkan et
al. 2000).

Como a claudicagdo é sintoma comum em po-
dodermatite, Greenough et al. (1983) estabelece-
ram categorias para avaliacdo clinica baseada em
uma avaliagdo semioldgica com escore elaborado
em coeficientes de 1 a 5, sendo: 1 (normal) postu-
ra normal com linha de dorso retilinea em posicao
quadrupedal e em locomogdo, passos firmes com
distribuicdo correta do peso e apoios; 2 (ligeira-
mente manco) postura normal em posi¢do qua-
drupedal e ligeiramente arqueada em locomogao,
apoios normais; 3 (moderadamente manco) postu-
ra arqueada em posicao quadrupedal e locomogao,
ligeira alteracdo dos passos; 4 (manco) arqueamen-
to do corpo em posicao quadrupedal e locomocao,
assimetria evidente do apoio poupando membros,
com menos tempo de apoio do membro lesado e 5
(severamente manco) incapacidade de apoio ou de
sustentagdo do peso do membro lesado, relutancia
ou recusa para locomover-se.

Os agentes contaminantes mais encontrados em
afeccoes digitais sdo as bactérias das seguintes es-
pécies: Fusobacterium necrophorum, Micrococus sp.,
Dichelobacter nodosus, Bacteroides sp., Actinomyces
pyogenes, Escherichia coli, Espiroquetas, Microbacte-
rium sp. e Staphylococcus aureus (Kasari et al. 1988,
Marques 2006). Ja Candida albicans, que é um fungo
leviduriforme, também é normalmente encontrado
nestas afecgdes, pois sobrevive de matérias organi-
cas em saprofitismo ou parasitismo no organismo
dos animais (Pelczar et al. 1996).

Na prética clinica atual o tratamento das afec-
¢oes digitais envolve o uso topico e sistémico de
antibidticos e a curetagem das lesdes, mas deve ser
ressaltado que ndo sdo encontrados na literatura
relatos precisos com relacdo a duracdo do trata-
mento, dose empregada, intervalo entre aplicaces,
além de outros fatores, vinculando uma ineficién-
cia presente em muitas terapéuticas. Além disso, o
tratamento aplicado de forma incorreta pode con-
tribuir para o aparecimento de micro-organismos
cada vez mais resistentes mediante o uso indiscri-
minado e incorreto dos farmacos (Laven & Hunt
2000, Nicoletti 2004, Silva et al. 2005).

Visando a diminuic¢do da utilizacdo de farma-
cos antibidticos, a terapia fotodindmica (PDT) tem
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sido apontada como um tratamento antimicrobia-
no alternativo. Esta terapia consiste no uso de uma
substancia fotossensivel marcadora em um meio
biolégico, ativada pela irradiagdo de luz Laser,
de comprimento de onda especifica. Este proces-
so fotoquimico produz uma substancia citotoxica
aos micro-organismos, levando-os a morte. Um de
seus principais beneficios € o efeito local sem pre-
juizo sistémico (Itoh et al. 1999, Hamblin & Hasan
2004, Cassidy, Donnelly & Tunney 2010).

Segundo Tubby et al. (2009), para uso do fotos-
sensibilizador, o0 mesmo tem que ser atdxico iso-
ladamente, e quando ativado pela luz Laser com
densidade energética e comprimento de onda
especifico ter alto poder de letalidade aos micro-
-organismos marcados, com baixo custo e uma
elevada agdo antimicrobiana. Com tais prerrogati-
vas encontra-se o azul de metileno (Cassidy et al.
2010, Gasparetto et al. 2010), que quando ativado
por fonte de luz Laser em comprimento de onda
660nm aplicado diretamente nas lesdes atua na flo-
ra local. O farmaco citado foi referido por Prates
et al. (2007) como uma alternativa antimicrobiana
viavel ao tratamento de infeccoes localizadas e de
pequena profundidade.

Diante do contexto apresentado o objetivo do
presente trabalho foi observar o efeito da terapia
fotodindmica no tratamento das afecgdes digitais
em bovinos leiteiros in vivo, bem como verificar o
efeito desta acdo fotodinamica no cultivo de micro-
-organismo presentes nas afec¢des, em condicoes in
vitro.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos realizados obedeceram aos Princi-
pios Eticos na Experimentacdo Animal definidos pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), Universida-
de Camilo Castelo Branco-SP (Protocolo n° 1-00036/12).

Este estudo foi desenvolvido por meio de dois expe-
rimentos. Primeiro, foi realizado um estudo da eficicia
do tratamento PDT realizado in vivo, sendo avaliado
segundo a metodologia do escore de Greenough et al.
(1983), e também a avaliacao in vitro do efeito da terapia
de PDT sobre a cultura de micro-organismos coletados
e isolados das lesdes presentes nos animais claudicantes
anterior ao tratamento do animal.

1° Experimento in vivo

O experimento in vivo foi realizado em 40 vacas que
possuiam digitos infectados e apresentavam claudica-
cdo. Estes animais tinham idade entre 36 e 122 meses,
eram de seis propriedades leiteiras, com perimetro mé-
dio de 40 km no municipio de Fernandépolis, SP. O tra-
balho foi realizado entre os meses de julho a novembro
2014. As fémeas foram inspecionadas e classificadas de

acordo com a presenca de claudicacao segundo a meto-
dologia do escore de Greenough et al. (1983).

A anélise foi feita durante a deambulacdo em solo
retilineo padrao cimentado e reavaliada pés-periodo de
tratamento utilizando PDT com azul de metileno. Em
seguida a classificagdo inicial, os digitos foram lavados
com 4gua destilada e escova para realizacdo de exame
especifico dos digitos e coleta de amostras do contetido
da afeccao com ajuda de swab estéril, depositados em
tubos de ensaio com 10 mL de solucdo estéril de NaCl
(0,5%).

Nas lesoes dos animais, foi utilizado o fotossensibili-
zador azul de metileno (AM), em concentracao 20uM. O
AM foi borrifado sobre a lesdo, permanecendo em con-
tato com a lesdo por 15 minutos antes da irradiacao do
Laser. Em seguida, a lesdo foi irradiada com Laser ver-
melho de comprimento de onda 660nm, com 192Jaules/
cm? por 20 minutos continuos, seguindo o mesmo modo
em todos os animais. A ponteira do Laser até a lesao ti-
nha uma distancia de 5 cm. Foram realizadas dez secGes
com intervalo de 24 horas. Apés a cada irradiacdo do
Laser, era colocada bandagem de isolamento, para que
a lesdo nao ficasse exposta a qualquer tipo de luz, sendo
que no décimo primeiro dia, era retirada da bandagem
e inspecionados os animais, do mesmo modo que foram
inspecionados antes do tratamento, utilizando o escore
de Greenough.

Os dados observados para o escore de Greenough et
al. (1983), antes e depois do periodo de tratamento, fo-
ram analisados estatisticamente pelo teste nao-paramé-
trico para variavel ordinal pareada de wilcoxon (signed
rank test) com confianga de 95% (p<0,05).

2° Experimento in vitro

Os procedimentos metodoldégicos foram adaptados
visando o eficaz isolamento bacteriano e de fungos. Para
tal finalidade os swabs contidos em solugédo salina foram
agitados por 2 minutos e em seguida aliquotas de 0,1mL
foram retiradas e inoculadas em agar sangue, agar sa-
bouraud, e meios seletivos para Clostridium e agar Mc-
Conkey e incubados a 37°C, por 48 horas em aerobiose e
em anaerobiose. O ambiente de anaerobiose foi obtido
por meio de sachés (Anaerocult A Microbiologie - Mer-
ck, Alemanha) e o grau de anaerobiose medido por meio
de fitas (Anaerotest Microbiologie - Merck, Alemanha)
afixadas com fita adesiva a parede da jarra.

Ap06s o periodo de incubagdo procedeu-se a obtengao
de culturas puras, e classificagdo segundo caracteristicas
morfocoloniais e morfotintoriais. Cada grupo bacteria-
no e de fungos leviduriformes foram identificados pe-
las caracteristicas bioquimico-fisiol6gicas convencionais
(Winn et al. 2008).

As colonias de cada espécie foram removidas e ino-
culadas em 100mL de meio liquido Triptecaseina de soja
(TSB, OXOID®) e incubadas a 35°C por 24 a 72 horas sob
agitacao 150 rpm. Apds, procedeu-se a centrifugacao de
2mL a 4000 rpm por cinco minutos, em seguida o so-
brenadante foi desprezado e o material precipitado res-
suspendido em 0,5mL de solucao de NaCl (0,5%) e no-
vamente submetido a centrifugacdo. Este procedimento
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foi repetido cinco vezes para a completa remocdo dos
componentes do meio de cultura. O material precipita-
do obtido foi ressuspendido em 1mL solugdo de NaCl
(0,5%) e agitado vigorosamente por 1 minuto, em segui-
da foram adicionados 9mL de solucdo de NaCl e a solu-
¢do submetida a nova agitacao por Iminuto. Em seguida
foram ajustadas ao tubo 0,5 da escala de Mc Farland, que
corresponde aproximadamente a 1,5 x 10* UFC mL™. A
partir desta solucao foram realizadas diluicoes seriadas
resultando uma concentracdo de 1,5x 10° UFC mL™.

O fotossensibilizador (azul de metileno) foi dissol-
vido em dimetilsuféxido (DMSO) na concentracao de
Img/mL" e diluido em solucdo de NaCl 0,5% para a
concentracdo de 20uM. Cada um deles foi semeado em
placas com meios préprios acima citados em método de
triplicata, e ap6s o periodo de colonizagdo foi procedido
a contagem das UFCs.

O delineamento experimental in vitro foi controlado
e randomizado, sendo distribuido em quatro grupos:
grupo 1 (grupo controle L-, F-); grupo 2 (L+, F-); gru-
po 3 (L-, F+); grupo 4 (L+, F+). Aos grupos 3 e 4 foram
adicionados 1,1mL da suspensdo de micro-organismo
(MO), associado 0,05mL de solugado do fotossensibiliza-
dor na concentracao de 20uM. Nos tubos dos grupos 1
e 2 foram adicionados 1,15mL da suspensdo de MO. Os
ensaios foram mantidos sob abrigo da luz e 28°C por 15
minutos, sendo que decorrido este periodo, os grupos 2
e 4 foram submetidos a irradiacdo de Laser vermelho a
660 nm com dose de 192 Jaules/cm?, por 20 minutos com
uma distancia de 5 cm do tubo. Apés os tratamentos, de
cada tubo foi removida uma aliquota de 0,05mL e trans-
ferida para uma placa Petri contendo (ASD, OXOID®) e
(TSA, OXOID®).

A amostra foi uniformemente distribuida, com o au-
xilio de pérolas de vidro estéreis e as placas foram incu-
badas a 35°C por 24 a 72 horas. Decorrido este periodo
foi efetuado a contagem de coldnias para a avaliagdo da
acao fotodindmica sobre os micro-organismos isolados.
Todo o procedimento foi realizado em triplicata.

No experimento in vitro as amostras seguiram o tra-
tamento estatistico para comparagdo dos grupos amos-
trais, mediante ao teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis
com poés-teste de Dunn, adotando intervalo de confianga
de 95% (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram encontradas nas 40 vacas examinadas, 8
tipos de lesdes podais (Tabela 1), das quais 10 vacas
apresentaram mais de um agente infeccioso. Den-
tre as lesdes, a mais frequentemente encontrada foi
tiloma, que representou 37,5% do total, seguida por
dermatite interdigital com 15%, e hiperplasia inter-
digital e doenca da linha branca com 12,5% cada.

Na Tabela 2 estdo apresentados os tipos de le-
soes seguidos dos agentes causadores de afecgdes
podais. O tiloma foi a lesdo onde isolou-se a maio-
ria dos micro-organismos e a Candida albicans foi o
micro-organismo de maior ocorréncia.

O resultado da avaliacao clinica de claudicacao
pelo escore de Greenough antes e depois do trata-
mento, demostrou melhora significativa da clau-
dicacdo apds o tratamento das lesdes com azul de
metileno e Laser vermelho.

Na Figura 1 observa-se a variagao dos dados ob-
tidos de todos os animais usando como padrao o
escore de Greenough antes e depois ao tratamento
com PDT. Na Figura 2 evidencia-se os resultados

Tabela 1. Ocorréncia de lesdes podais em vacas leiteiras no
municipio de Fernandépolis, SP.

Lesdes podais N° de Casos Porcentagem
Tiloma 15 37,5
Dermatite interdigital 6 15,0
Doenca da linha branca 5 12,5
Hiperplasia interdigital 5 12,5
Podridao do bulbo 4 10,0
Flegmao interdigital 3 7,5
Erosao da talao 1 2,5
Pododermatite circunscrita 1 2,5
Total 40

Tabela 2. Agentes etiol6gicos responsaveis por lesdes podais
em vacas leiteiras no municipio de Fernandépolis, SP.

Lesoes Candida Micrococcus — Staphylococcus
Tiloma 11 4 4
Dermatite interdigital 3 2 2
Doenca da linha branca 4 1 1
Hiperplasia interdigital 4 1 1
Podridao do bulbo 3 1 2
Flegmao interdigital 3 1 0
Erosado da taldao 0 0 1
Pododermatite circunscrita 1 0 0
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Figura 1. Representagdo gréfica em box-plot com correcao de
Tukey do escore de Greenough, obtido antes e depois do
tratamento com PDT em todos os animais. Os pontos (**)
indicam outliers e os sinais de (+) indicam a mediana.
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Figura 2. Representacao gréfica do escore de Greenough obti-
do antes e depois do tratamento com PDT nos animais aco-
metidos por Candida albicans. A linha representa diminuicao
significante (p=0,0016).
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Figura 3. Representacdo grafica do escore de Greenough obti-
do antes e depois do tratamento com PDT nos animais nos
animais acometidos por Staphylococcus aureus. A linha repre-
senta diminuicao significante (p=0,0437)

do tratamento para os animais acometidos com
Candida albicans; enquanto que, na Figura 3 repre-
senta os resultados obtidos no tratamento para os
animais acometidos com Staphylococcus aureus. Ja,
na Figura 4 evidencia-se os resultados obtidos no
tratamento para os animais acometidos com Micro-
coccus sp.

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados
dos testes in vitro. Nota-se a agdo significante do

5-
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0
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Figura 4. Representacao gréfica do escore de Greenough obti-
do antes e depois do tratamento com PDT nos animais aco-
metidos por Micrococcus sp., a linha representa diminuicao
com significancia (p=0,0192).

tratamento PDT sobre os agentes isolados nas le-
soes podais, mostrando que a acdo PDT apresenta
efeito de toxicidade sobre Candida sp. e Micrococ-
cus sp., levando a morte por apoptose. Mas, ndo foi
possivel alcancar um efeito semelhante ao Staphylo-
COCCUS auTeus.

A terapia fotodinamica surge como alternativa
para inativacdo de micro-organismos baseada na
interagdo de luz Laser e de um agente fotossensi-
bilizador, apresentando vantagem de acdo local e
instantanea, ndo repercutindo em residuos meta-
boélicos que poderiam contribuir para a contami-
nagdo dos produtos derivados dos animais, bem
como reagdes colaterais (Kashef et al. 2011).

Neste estudo em questdo ficou evidente que o
tratamento clinico in vivo utilizando PDT contri-
buiu para a melhora da claudicacdo, pois ficou evi-
dente a diminui¢do nos indices do escore de Gree-
nough obtidos independente do micro-organismo
ou lesao incidente antes e depois do tratamento.
Também é importante salientar que em algumas
lesdes haviam infec¢des mistas apresentando mais
de um micro-organismo, sendo relevante na ana-
lise dos efeitos nos tratamentos conforme pode-se
averiguar na Tabela 3.

Se analisarmos separadamente o quadro cli-
nico dos animais em relacdo a infeccdo especifica
pelos micro-organismos isolados, observar-se-4 na
Figura 2, o resultado referente ao tratamento de
diversas afec¢des contaminadas por Candida albi-
cans. Neste, pode-se observar que, houve melhora
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Tabela 3. Efic4cia da agdo fotodindmica sobre os micro-organismos isolados, valores
expressos pela média aritmética das unidades formadoras de colénias, associados aos
desvios padrao.

Micro-organismos Irradiacao Tratamentos (grupos)

(minutos) Controle* (L-F-) ~ L+F-° L-F+¢ L+F+d
Candida sp. 20 minutos 173,1+44,34  75,38+22,04 157,1+41,82  0,0£0,0
Staphylococcus aureus 246,0£69,11  141,0+34,19 241,0+60,57 66,36+7,54
Micrococcus sp. 206,8+53,87 119,34£35,78 182,4+47,90 0,0+£0,0

* micro-organismos sem tratamento com fotossensibilizador e sem luz Laser; * micro-organis-
mos apenas com aplicacdo de luz Laser; < micro-organismos com azul de metileno e sem apli-
cacdo de luz Laser; ¢ micro-organismos com azul de metileno e com aplicacdo de luz Laser;

significativa dos animais apds o tratamento, com
a redugdo do escore analisado. Garcia et al. (1996)
observaram, que este micro-organismo, normal-
mente vive como comensal na microbiota digesti-
va dos bovinos de leite, entretanto, em virtude de
distarbios na protecao fisica dos cascos, alteragdo
quimica de sua formagdo e a imunologia do ani-
mal, o micro-organismo pode se tornar patogénico
promovendo afec¢des nos cascos.

Observa-se na figura 3, o tratamento das diver-
sas afecgdes contaminadas por S. aureus, apresen-
tou uma evolucdo positiva no tratamento. Porém,
a andlise estatistica obtida revela indice p=0,0437,
muito préximo ao valor limite estabelecido de sig-
nificancia (p<0,05). Isso corrobora a observacao cli-
nica da associacdo entre este micro-organismo as
lesdes de mais dificil controle. Tais animais apre-
sentaram claudicacdo sustentada até o final da ob-
servancia no estudo, mesmo nesses casos, a terapia
com fotossensibilizador se mostrou eficaz.

Na Figura 4, o resultado refere-se ao tratamento
de afec¢des contaminadas por Micrococcus sp., re-
vela que o tratamento aplicado sobre este micro-
-organismo foi eficaz na evolucao clinica dos casos
com a maior significAncia entre os micro-organis-
mos.

Os dados estatisticos obtidos na acao fotodina-
mica em diferentes tratamentos e micro-organis-
mos, considerando o tempo de irradiacdo por 20
minutos, mostraram que houve significancia entre
os tratamentos (p<0,001).

O resultado in vivo, com anélise do escore estu-
dado, permitiu comparar os trés micro-organismos
causadores de afec¢des digitais, e o melhor resulta-
do apo6s o tratamento, foi nas afecgoes digitais con-
taminadas com Micrococcus sp., seguido da agdo
nas afec¢des contaminadas com C. albicans. A acao
do tratamento nas lesdes contaminadas com S. au-
reus foi menos eficaz. Os dados in vitro encontrados
na Tabela 3 também confirmam os dados obtidos.

Houve melhora na classificacao de Greenough,
com diminuicdo do valor em 72,5% dos animais,

enquanto que o mesmo se manteve em 22,5% e 5%
dos animais tratados apresentaram um aumento
no valor, representados como outliers na Figura 1.
Isso indica que o tempo de tratamento adotado no
projeto possivelmente ndo foi suficiente para eluci-
dar casos de maior gravidade. Assim, poder-se-ia
propor nova analise frente a evolugdo da recupera-
¢do das lesdes de diferentes gravidades.

De maneira geral, houve melhora no quadro cli-
nico de claudicagado apoés o tratamento por PDT. O
resultado do tratamento in vitro, corrobora com os
resultados do tratamento in vivo.

A anélise dos dados da Tabela 2 mostra que a
maior casuistica se deve a contaminacdo com C.
albicans, sendo 29 afecgdes digitais (58%). Em se-
gunda quantificacdo das amostras, estabelece 11
afeccdes digitais contaminadas por S. aureus, sen-
do (22%), e 10 afec¢des por Micrococcus sp. (20%),
comprovando a existéncia de um ou mais conta-
minantes em uma mesma lesdo. Analisada de um
modo geral, a acdo da PDT, se mostrou eficaz para
0s micro-organismos isolados.

Na Tabela 3, no grupo controle (L-F-) ndo foram
observadas variagdes das médias de UFC na po-
pulacdo fangica e bacteriana, pois permaneceram
com valores muitos préoximos no periodo experi-
mental. Mesmo verificado apés 20 minutos de tra-
tamento nao houve reducio da viabilidade celular.
Uma analise absoluta demonstra reducao de 56,4 %
para Candida sp., 42,68% S. aureus e 42,3% para Mi-
crococcus sp.

No tratamento com L+F+ (luz + fotossensibili-
zador) ndo foi observado a formagao de UFC para
os micro-organismos Candida sp. e Micrococcus sp.,
mostrando que a agao fotodinamica foi efetiva con-
tra esses micro-organismos. Ja a acdo da PDT para
0 micro-organismo S. aureus foi menor, apresen-
tando média de 66,36 UFC, com inibicdo parcial do
micro-organismo ap6s a irradiagdo por 20 minutos.

A andlise do tratamento sobre as colonias de
C. albicans mostrou diferenca entre o controle e
os grupos onde houve incidéncia luminosa (L+) e
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(AM+L+). Nesta anélise, também nao foi observa-
da diferenca entre o controle e o grupo que recebeu
apenas azul de metileno (AM+L-). Ja o grupo que
recebeu o tratamento com azul de metileno associa-
do a incidéncia luminosa (AM+L+) apresentou-se
zero na contagem de colonias, mostrando a maior
eficicia de tratamento sobre a levedura. Resulta-
dos semelhantes foram encontrados por Zeina et
al. (2003), utilizando o mesmo tempo de exposigao
que também se mostrou favordvel no controle de
C. albicans.

No tratamento sobre colonias de S. aureus houve
diferenca entre o grupo controle e os grupos que
receberam irradiagdo de luz (L+) e (AM+L+), mos-
trando que a incidéncia luminosa também é um
fator determinante na diminuicdo do namero de
UFC da bactéria. Porém, ndo houve diferenca entre
0 grupo que recebeu apenas a incidéncia luminosa
(L+) e o grupo que recebeu tratamento apenas com
azul de metileno (AM+L-). Neste trabalho pode-se
inferir que o fotossensibilizador azul de metileno
nao apresentou eficacia no controle da bactéria S.
aureus em relacdo aos outros micro-organismos tes-
tados. Isso é pertinente quanto a avaliagao clinica,
verificada na Figura 3. Como observado anterior-
mente, este grupo foi o que apresentou menor evo-
lugdo relativa no escore apds o tratamento.

A bactéria Micrococcus sp. apresentou resultados
semelhantes a levedura C. albicans. Houve diferen-
ca entre o grupo controle e os demais grupos, ex-
ceto o grupo com azul de metileno sem incidéncia
luminosa (AM+L-). Para esta bactéria, o fator luz
também parece ser um fator determinante. Quando
analisada a aplicacdo do azul de metileno, obser-
vou a nulidade de coldnias, mostrando que o azul
de metileno com incidéncia luminosa (AM+L+) foi
eficaz no controle do micro-organismo. Este resul-
tado poderia ser explicado pela capacidade de liga-
cao seletiva do fotossensibilizador AM as estrutu-
ras dos fungos, preferencialmente a mitocondria. A
seletividade deste composto na mitocondria pode
ser determinada pela lipofilicidade e pela carga po-
sitiva em sua estrutura quimica, permitindo assim
a internalizacdo do fotossensibilizador, como pro-
posto por Gabrielli et al. (2004). Para Zhang & Tang
(2004), o AM aglomera-se em membranas celulares
e, quando excitado o fotossensibilizador, apresenta
absorcdo na regido de luz vermelha, produzindo
espécies reativas de oxigénio, tais como anion su-
peroxido e oxigénio singlete, elementos importan-
tes para fotooxidagdo e morte celular, explicando a
acao em procariontes como as bactérias.

Em relagdo a inativacao das bactérias pela acao

fotodinamica, a mesma ¢é explicada devido a sensi-
bilidade a PDT em que as bactérias Gram-positivas
possuem apenas uma membrana o que facilita a in-
corporacdo do AM, ja as espécies Gram-negativas
sdo mais resistentes a esta terapia. A parede celular
da bactéria Gram-negativa possui uma membrana
externa a camada de peptideoglicano, funcionan-
do como uma barreira fisica e funcional da célula,
podendo dificultar a penetracdo do composto na
membrana (Wainwright 1998, Rovaldi et al. 2000,
Phoenix et al. 2003, Hamblin & Hasan 2004, Kome-
rik & MacRobert 2006).

Ficou evidente no estudo que a resposta in vitro
é compativel com a melhora clinica verificada nos
animais. O escore de Greenough se mostrou efi-
ciente na avaliacdo do tratamento com PDT. Certo
que as arestas destes resultados devem ser aplaina-
das com mais estudos e avaliaces.

CONCLUSOES

O tratamento com PDT foi eficiente nos dois
tipos de experimentos. Na avali¢do clinica basea-
da na classificacdo com escore, houve melhora na
categoria do escore Greenough in vivo e também
inativagao dos micro-organismos isolados no trata-
mento in vitro. Portanto, a terapia com PDT foi efi-
caz na melhora clinica na claudicacdo dos animais
e no controle das populagdes de micro-organismos
contaminantes.
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