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RESUMO

SOARES, J. M. Estudo de parametros microbianos em multiplas sessodes de terapia
fotodindmica antimicrobiana. 2019. 85p. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) - Instituto
de Fisica de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, 2019.

A Faringotonsilites consiste na inflamagao infecciosa da tonsilas palatinas e da faringe, séo
documentados mais de 600 milhdes de caso por ano, sendo que 30% dos casos bacterianos sao
causados pela bactéria gram positiva S. pyogenes e o principal tratamento € o uso de antibiético.
Atualmente, infecgbes recorrentes em seres humanos, como a infec¢gao de garganta podem ser
de dificil tratamento caso o patégeno infectante possua mecanismo de resisténcia que invalide a
atividade do antibiético. Como alternativa aos antibidticos destaca-se a terapia fotodindmica
antimicrobiana (TFDA), que atua inativando a bactéria sem que a via de agéo seja invalidada.
Apesar dos seus beneficios, a TFDA possui limitagbes que podem influenciar nos protocolos de
tratamentos, principalmente para miultiplas sessdes. Portanto, o objetivo do trabalho consistiu em
estudar a resposta bacteriana e a avaliar o potencial de desenvolvimento de resisténcias em
multiplas sessdes de TFDA. Foi estudado a padronizagdo da concentragao do fotossensibilizador
(FS) pela taxa de incorporacdo. As bactérias do género Streptococcus foram incubados com a
curcumina natural a 37°C em diferentes formulacdes, sendo a de xarope (adgua + sacarose) e a
alcool+DMSO. Posteriormente foi centrifugado e o sobrenadante coletado para analise da
absorbancia. Para os experimentos de TFDA, a bactéria incubada com xarope de curcumina

(2,25 mg/ml), foi submetida a irradiagdo em uma Biotable ® com comprimento de onda de 450
nm, com fléncia de 0 — 115, 2J/cm?. Posteriormente as amostras foram diluidas e semeadas em

placas de Petri com meio de cultura agar BHI. As placas foram incubadas em estufa a 37 °C por

24 horas para a realizagdo da contagem das unidades formadoras de col6nias por mililitros
(UFC/ml). As bactérias sobreviventes foram congeladas foram utilizadas para o préximo ciclo de
tratamento e andlise de aderéncia de biofilme (cristal violeta), sensibilidade do antibiético (Kirby-
Bauer), anadlises fenotipica (FTIR). A incorporagdo porcentual média de curcumina em xarope
para S. mutans foi de 24%, assim como para S. pyogenes foi de 26%, por fim para o isolado
clinico foi de 27%. Com o uso do xarope de curcumina na concentragao de 2,25 mg/ml e luz no
comprimento de onda de 450 nm aplicada em S. pyogenes e isolado clinico obteve-se um limiar

de dose para 10 sessdes de TFDA de 70, 2J/cm? e 71, Td/fem?, respectivamente. O perfil de

reducdo bacteriana permaneceu similar ao longo dos ciclos para ambas culturas. As colbnia
sobrevivente, entretanto, apresentaram diminuicdo na adesdo de biofime e na taxa de
incorporagdo do FS, mas nao tiveram diferengas significativas no fendtipo de algumas
biomoléculas. O presente estudo sugere a nao resisténcia ao mecanismo de acao do tratamento,
que se manteve eficaz nas dosagens estudadas. Esse resultado corrobora com a literatura de
que o modo de agao da TFDA nao perde a eficiéncia em multipla sessdes.



Palavras-chave: Terapia fotodindmica antimicrobiana. Curcumina natural. Limiar de dose.

Faringotonsilites.



ABSTRACT

SOARES, J. M. Study of microbial parameters in multiple sessions of antimicrobial
photodynamic therapy. 2019. 85p. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) - Instituto de
Fisica de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, 2019.

Pharyngotonsillitis is the infectious inflammation of the palatine tonsils and pharynx. Over 600
million cases per year, with 30 % of bacterial cases being caused by gram positive bacteria S.
pyogenes and the main treatment is the use of antibiotic. Infections are recurrent diseases in
humans. Bacterial throat infections may be difficult to treat if the pathogenic microorganism is
resistant to antibiotic therapy. Photodynamic antimicrobial (aPDT) is an alternative to antibiotics,
which can inactivate bacteria without causing adverse effects to the human body. The aPDT has
features that can influence treatment protocols, especially for multiple sessions. The objective
was to study the bacterial behavior from the evaluation of the development of aPDT resistance in
multiple sessions. The ideal concentration of the photosensitizer (PS) was studied by its rate of
bacterial incorporation. The microorganism was incubated in different formulations containing

natural curcumin at 37 °C syrup (water + sucrose); and alcohol + DMSO. The bacterium was
incubated in curcumin syrup (2.25 mg/ml) and performed the illumination of the samples in

Biotable® at wavelength of 450 nm in different lighting times. Samples were diluted and seeded in

BHI medium at 37 °C for 24 hours for counting colony forming units per milliliter (CFU/ml).
Surviving bacteria were stored after each treatment cycle and biofilm adherence (crystal violet),
antibiotic efficiency (Kirby-Bauer) and phenotypic FTIR analyzes were performed. The average
percentage of curcumin incorporation in syrup for S. mutans, S. pyogenes and clinical isolate of
pharyngotonsilites of 24, 26 and 27%, respectively. APDT (10) sessions with curcumin syrup
(2.25 mg/ml) and light at 450 nm in S. pyogenes and clinical isolate were performed to obtain the
dose threshold, and results of 70, 2J/cm? and 71, 7J/cm?, respectively. The bacterial reduction
profile remained similar between the cycles for both microbial cultures. The surviving colony had a
reduction in biofilm adhesion and PS incorporation rate, but did not present significant differences
in the phenotype of some biomolecules. The present study presents data for the hypothesis of
non-resistance to PDT, which remained effective in the dosages studied. This result corroborates
with the literature that the mode of action of aPDT does not promote antimicrobial resistance.

Keywords: Antimicrobial photodynamic therapy. Natural curcumin. Threshold dose.
Pharyngo-tonsillitis.
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1 LITERATURA

1.1 Prefacio

Para o melhor entendimento do conteldo, esta dissertacado foi dividida em cinco
partes: primeiro a apresentagdo dos conceitos tedricos que foram a base para este
projeto, seguido de trés parte que contem a evolugdo do estudo incluido a metodologia
empregada e seu resultado para a obtengéo da concluséo, que é a ultima parte.

O objetivo do trabalho foi investigar se a aplicagdo de um mesmo protocolo
em multiplas sessdes de terapia fotodindmica induz diferentes repostas de morte
celular bacteriana ou outras caracteristicas celulares a cada sessao de tratamento.

Dado a hipétese de que a bactéria pode desenvolver tolerancia aos componentes
de terapia fotodindmica antimicrobiana (TFDA), principalmente em multiplas sessdes,
uma vez que o protocolo ndo elimina todas as bactérias, este trabalho foi dividido em
objetivos menores com intuito de responder essa hipétese. Para validar a atividade em
multiplas sessdes da TFDA, estudou a interagdo do fotossensibilizador com a bactéria,
analisou a evolucdo do limiar de dose ao longo de mudltiplas sessbes e posteriormente
analisou os parametros microbiano das bactérias sobreviventes ao tratamento.

1.2 Bactérias

As bactérias sdo microrganismos unicelulares e procariontes representantes do Reino
Monera. Apresentam material genético imerso no citoplasma, sem compartimentagdes por
membranas, exceto a membrana celular que é envolvida por uma parede celular. As bactérias séo
diferenciadas em relag&o a parede celular Gram positiva, com a camada de peptidoglicano espessa, a
Gram-negativa, com uma fina camada de peptidoglicano entre a membrana celular e membrana
externa, mostrado na Figura 1 e as bactérias sem parede celular como a pertencentes ao género
Mycobacterium. Além disso, elas podem ter formatos de cocos (esférico), bacilos (bastdo) ou espirilos
(espiralados), isoladamente, em pares e em cadeias de acordo com o género.

1

Os primeiros relatos de vidas encontrados no planeta Terra sao referentes as células
pro-cariontes. S&o microrganismos que se adaptaram as condigdes hostis do ambiente e
contribuiram com as transformacdes atmosféricas para que novas formas de vida pudessem
desenvolver. O Reino Monera (bactérias e cianobactérias) € composto por diversas espécies
que habitam os mais variados ambientes, desde regides extremofilas como geleiras e

vulcdes ou ambientes como solo, ar ou em contato com outros organismos vivos. 2

As bactérias sdo fundamentais para o funcionamento do ecossistema, pois, atuam ati-
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Figura 1 — Representagéo da parede e estruturas das bactéria Gram-positiva e Gram-negativa.
Fonte: Elaborada pela autora.

vamente no ciclo do carbono, nitrogénio e enxofre, 0s quais sdo necessarios/gerados
durante o processo de decomposi¢do e respiracdo, que sSao0 essenciais para a
manutencio da vida. Com os avangos tecnolégicos, o uso de microrganismo passou a
ser explorado em diversos setores como na agricultura com a produgé&o de metabolitos
que fertilizam o solo; no alimenticio para a producao de leite e derivadas por meio da
fermentagao lactica; no controle de poluicdo pelo processo de biorremediacdo; na

- ~ o . . A 3
medicina com a produgéo de hormdnios e proteinas de interesse farmacéutico.

Embora haja inUmeras contribuicdes para o ecossistema, as bactérias sdo conhecidas
pelas doengas causadas nos seres vivos, principalmente em humanos. Haja vista, das espécies
identificadas somente 1% corresponde ao grupo de bactérias patogénicas, 4 mas tais patégenos
podem desencadear doencgas fatais ou infecgdes rotineiras como a faringotonsilites causadas
pela bactéria Streptococcus pyogenes, que quando nao tratadas adequadamente podem evoluir

a um caso mais grave, podendo levar o paciente a 6bito. 5

As bactérias que pertencem ao género Streptococcus sdo Gram-positivos e apresentam-
se morfologicamente como cocos, sdo anaerdbios facultativos, ndo produtores de catalase e de
citocromo-oxidase. Os Streptococcus ou Estreptococos com relevancia clinica sdo homofermen-
tadores, ou seja, a partir da fermentagdo da glicose obtém como produto o acido latico. Sado
capazes de produzir hemolisinas em meio sélido contendo 5% de sangue de carneiro, sendo o
tipo da hemdlise utilizado para a classificagdo dentro do género, ou seja, as hemacias presentes
no meio de cultura quando sofrem hemdlise parcial ou completa classificados como bactéria de
alfa-hemdlise (a) e beta-hemdlise (B), respectivamente. E quando nao hd hemdlise é carac-
terizada como bactéria de gama-hemolise (y). Existem inUmeras espécies pertencentes a esse
género, dentre elas destaca-se a S. pneumoniae, principal responsavel pela pneumonia
bacteriana; S. agalactiae é relacionada com meningite em recém nascido, além de ser a bactéria
com quadro de resisténcia mais preocupante mundialmente; S. mutans é a principal responsavel

pela carie dentaria e dentre outras que sao tipicas ndo somente de humanos, mas também de

animais tais como S. bovis e S. suis. 6
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1.2.1 Patogenicidade do Streptococcus pyogenes

Microrganismos patogénicos possuem a capacidade de causar doengas sob condigbes
apropriadas. A habilidade de infectar e a gravidade decorrente da infec¢do séo atribuidas ao grau
de patogenicidade denominada de viruléncia, que varia dependendo do microrganismo,
hospedeiro e a interagdo entre eles. Para que o microrganismo possa permanecer no hospedeiro
os fatores de aderéncia, por exemplo, a Adesina P1 e a Proteina F de S. mutans e S. pyogenes,
respectivamente, sdo mecanismos de viruléncia que permitem a penetragdo e a proliferagao
sobre um tecido. L Além da aderéncia, para garantir a permanéncia no hospedeiro algumas
bactérias estreptocdcicas possuem em sua superficie a proteina M, que transpassa a parede
celular e majoritariamente fica localizado externamente a célula. A proteina M auxilia na
aderéncia da bactéria com o tecido e confere resisténcia a fagocitose por macroéfagos pois, sua
regido N terminal varia dentro de uma mesma espécie, promovendo alta diversidade antigénica.
O procedimento de sorotipagem proposto por Lancefield tornou-se pouco conveniente para um
resultado de caracterizacdo das cepas, pois atualmente ja foram identificados mais de 200 tipos

de terminagdes da proteina M para S. pyogenes. 7

Um outro mecanismo de viruléncia € a produgdo de toxinas responsaveis por
desencadear a resposta inflamatéria do sistema imune que em altas concentragbes pode
levar ao choque séptico. As exotoxinas sdo proteinas majoritariamente secretadas por
bactérias Gram-positivas, que ao encontrar receptores no hospedeiro levam ao dano da
célula ou interrupgdo de um mecanismo de agdo. Um exemplo de exotoxina encontrado em
S. pyogenes € a estreptolisina que forma poros nas membranas celulares e as toxinas

eritrogénicas que estimulam excessivamente o sistema imunoldgico. 8

1.2.2 Faringotonsilites

A microbiota das tonsilas palatinas € composta por bactérias anaerdbicas e aerdbicas,
composta de uma grande diversidade de agentes etioldgicos que podem causar faringotonsilite
tanto em adulto quanto em criangas. O principal agente responsavel pela faringotonsilite bacte-
riana é o S. pyogenes, pertencente ao grupo A (B)-hemolitico do género Streptococcus (GAS).

E um patégeno exclusivamente humano, sensivel a penicilina e a eritromicina, podendo causar
diversas doengas relacionadas com a mucosa bucal de facil disseminagdo. Em geral, a incidéncia de
cada microrganismo dependera da idade do paciente, regido geografica e estagéo do ano.

A faringotonsilites aguda causada por S. pyogenes é responsavel por até 21,9% dos casos em

adultos, 9 e até 50% em criancgas. 10 A faringotonsilites pode ser causada por outros GAS com a

11, 10

frequéncia de 1% - 9.5%. Os principais sintomas que diferenciam a faringotonsilite de uma

infeccdo viral sdo a presenca de fluidos inflamatdrios na tonsilas (exsudato tonsilar), febre alta,
auséncia de tosse, dores de cabeca e abdominais, além de inchago nos nds cervicais anteriores, 5

Figura 2.

A transmisséo da faringotonsilites ocorre por meio de goticulas de saliva ou secregdes
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Figura 2 — llustracdo comparativa entre as tonsilas e garganta saudaveis com a
apresentada por faringotonsilites bacteriana.

Fonte: Adaptada de BRUCEBLAUS.12

infectadas, por isso é disseminada facilmente em locais com aglomeragdes. As principais
medidas de prevengdo consistem em habitos simples, como lavagens das maos, impedir a

dispersao de goticulas ao espirrar ou tossir e ndo compartilhar objetos pessoais. 6 Apesar

das medidas simples, na década de 90 a Europa teve inimeros casos de infecgdo causadas
por bactérias estreptocdcicas, principalmente a S. pyogenes. Para evitar novos surtos, criou-
se um programa de vigilancia chamado Strep-euro no qual alguns paises europeus tiveram
seus hospitais associados ao programa. As principais iniciativas da Strep-euro foram a
divulgacdo de medida preventivas e a difusdo da importancia em relatar e disponibilizar os
dados epidemiologicos em publicagbes médicas.

(13

Um exemplo do resultado desta campanha foi apresentado por CRETI '~ que mostra

a importancia de entender a epidemiologia do microrganismo e ressalta que deve ser um
controle periddico. Neste artigo em questédo, 207 amostras foram coletadas durante 11 anos
na Italia. O programa néo foi realizado continuamente, mas sim durante os anos de 1994-
1996 e em 2003-2005. Percebe-se pelos resultados obtidos, que apds o primeiro programa
os dados e as praticas epidemiolégicas foram mais eficientes. Entretanto, no segundo
programa houveram mais casos pediatricos e a porcentagem de morte diminuiu em 3%.

Além da coleta do niumero de pacientes infectados e o quadro clinico, um estudo
epide-mioldgico pode ser feito com auxilio da tipagem microbiana. Por meio dela é possivel
saber a genética populacional, e assim conhecer a histéria de infecgdo e patogenicidade,
para poder ter o controle de surto e vigilancia de doengas infeciosas. A realidade encontrada
em um pais ndo necessariamente é a mesma encontrada nos paises vizinhos ou em outros
continentes, apesar de parecerem semelhantes. Assim, conhecer a realidade epidemioldgica

pode auxiliar no controle e na prevengéo de doencgas. 13
Além da faringotonsilites, outra enfermidade causada por S. pyogenes € a escarlatina, uma

infecgdo que ndo necessariamente depende da agao direta do microrganismo, mas decorre de
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uma reagao alérgica as toxinas por ele produzida. O quadro consiste em inflamagido da
garganta, febre, erupgdes cutaneas. Porém tanto a faringotonsilite como a escarlatina podem
evoluir para quadros mais graves como a febre reumatica que € uma doencga autoimune de
origm infeciosa com caracteristicas inflamatérias que envolve coragdo, articulagbes e

sistema nervoso central. Todos os anos, cerca de 1.100 a 1.600 pessoas morrem em

decorréncia de doencga associadas com as bactérias estreptocécica do grupo A (GAS). 14

1.2.3 Resisténcia Bacteriana

O principal tratamento utilizado para infecgao bacteriana, inclusive em caso de farin-
gotonsilites é a prescrigdo de antibidtico. As cepas de S. pyogenes, em geral, sdo sensiveis
a penicilina e a eritromicina, mas em comparagao a décadas anteriores, requerem doses

significati-vamente maiores em decorréncia do uso excessivo e indiscriminado. 1 Além disso,
a prescricao de antibidtico para casos de faringotonsilites virais contribuem para a selegéo
de microrganismos tolerantes ao medicamento, uma vez que este tratamento € ineficaz para
virus, mas ira atuar na microbiota normal que sédo as bactérias comensais, ou seja, benéficas
ao hospedeiro. Como con-sequéncia, o desequilibrio da microbiota normal, ira favorecer a

proliferagdo de microrganismos nocivos que podem desencadear outras enfermidades ou

apresentar tolerancia aos antibiéticos convencionais. 2

Em virtude do mecanismo de agao do antibiético ser especifico para alvos celulares ou
moleculares da bactéria, pequenas modificacbes nestas estruturas impedem a efetividade da
classe do farmaco. As alteragdes sdo decorrentes das modificagdes no material genético, seja
pela mutacdo espontanea do DNA ou durante a replicacdo; pelos elementos moveis; pela
aquisig¢ao via conjugacao de plasmideo ou por bacteriéfagos. Estas modificagbes podem alterar a
permeabilidade da membrana restringindo a absor¢do do farmaco; inibir a sintese proteica ou
atuacdo das enzimas modificando ligagbes e aumentar a taxa de expulsdo do antibiético com
auxilio das bombas de efluxo. Esse mecanismo de protegcao das bactérias se propaga por meio
do processo de selecdo artificial, que € promovido pela ineficiéncia do antibidtico nas células
bacterianas resistentes, as quais resistem ao tratamento e se reproduzem até ser a maioria da

populagdo. Em outras palavras, apesar da agdo humana aumentar os casos de resisténcia aos

oo - . L . . 15 16
antibidticos, as estratégias bacterianas ja existem na natureza e disseminam naturalmente. "~

Além disso, as bactérias ja& podem ter mecanismo de resisténcia em relagdo a uma
classe de antibidtico antes mesmo deles serem inseridos no mercado. Isso afeta diretamente a
economia e o desenvolvimento de novos farmacos. Ao longo dos anos, tem sido cada vez mais
dificil encontrar novos antibidticos que possam ser inseridos no mercado. Para um medicamento
ser aprovado, n&o basta possuir atividade, mas deve ter ao menos um diferencial vantajoso em
relacdo aos comercializados. Devido a esse cenario, as industrias farmacéuticas nao tém
investido fortemente em novos antimicrobianos, consequentemente a cada ano o Food and Drug

Administration (FDA) aprova menos medicamentos nesta categoria. Ademais, a resisténcia
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aumenta significativamente com o passar dos anos, estima-se que em 2050 havera

10 milhdes de mortes por ano devido as bactérias multirresistentes. 7

A descoberta da penicilina foi um marco importante para a medicina e na ciéncia.
Entretanto, o cenario atual requer que novas abordagens sejam estudadas e aplicadas
para solucionar os desafios devido as bactérias resistentes. Uma das alternativas
emergentes atualmente na literatura tem sido a terapia fotodindmica antimicrobiana, por

ter um mecanismo de acdo sem alvos especificos, mas direcionado para bactérias,

independente de ser resistente a diversas classes de antibidtico. 18

1.3 Terapia Fotodinamica Antimicrobiana

Desde a Antiguidade, a luz é utilizada como um agente terapéutico por diversos
povos para tratamento de doengas de pele como vitiligo, psoriase e feridas. Na Grécia
Antiga conside-ravam que a exposi¢ao a luz solar (helioterapia) auxiliava a manter uma
boa salde além de ser indicada para tratamento de diversas enfermidades. Mas
somente em 1903, o dinamarqués Niels Finsen foi premiado com o Nobel em fisica pelo

uso da fototerapia com luz ultravioleta para tratamento de tuberculose cutanea. 19

Quase que simultaneamente, o primeiro relato da associagdo da luz com uma molécula
fotossensivel foi feito em 1900 pelo alemé&o Oscar Raab, que acidentalmente exp6s luz branca a uma
cultura de Paramecium caudatum contendo acridina e constatou efeitos citotoxicos mais intensos
quando havia a combinagéo da luz branca com as moléculas de acridina. Com a descoberta da
fluorescéncia, Raab postulou que a citotoxicidade era resultado da transferéncia de energia da luz a

molécula fotossensivel, a qual era capaz de converter os produtos da fluorescéncia em atividade
téxica para células, por uma via semelhante ao empregado pelas clorofilas. 20 No mesmo ano, o

neurologista francés Jean Prime relatou que a administracdo oral da eosina em paciente com
epilepsia quando exposto a luz solar induzia dermatites, sendo o primeiro relato do uso clinico da

associacao de luz e fotossensibilizador(FS) em humanos. 21 Posteriormente, Raab, Jodlbauer e von

Tappeiner mostraram que para ter efeitos toxicos nas células era necessario um terceiro elemento, o

oxigénio, e denominaram este mecanismo de agao fotodinamica. 19

A Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (TFDA) ou Inativagdo Fotodindmica (IFD) sdo os
nomes da técnica descoberta por Raab quando aplicada em microrganismos, contudo, ela possui
0 mesmo mecanismo de acgdo quando usado em células eucariéticas. E uma técnica aprovada
em diversos paises, princialmente da Europa, para tratamentos de cancer, infecgbes, entre
outras enfermidades. Sua agéo € localizada com base na interacdo concomitante de luz, oxigénio
molecular (O2) e fotossensibilizador (FS) para desencadear danos em células procarid-ticas e
eucaridticas. A atuagdo individual do FS ou da luz em comprimento de onda ndo devem
desencadear efeitos citotoxicos em célula do tecido n&o infectado. Em virtude do mecanismo de
acao, a TFDA possui agao localizada, o que diminui a possibilidade de efeitos colaterais. Além

disso, pode ser aplicado em conjunto com outros precedimentos clinicos tradicionais sem
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Fonte: WAINWRIGHT.22

aumentar significativamente as despesas do tratamento visto que possui baixo custo

pelo uso de diodo emissor de luz (LED), como dispositivo de irradiagao. 23

Embora a TFDA tenha sido uma técnica descoberta no inicio do século XX, o
desen-volvimento de FS foi escasso nas primeiras décadas e com o descobrimento da
penicilina, os esforcos para o tratamento de doengas infecciosas foram destinados
principalmente para criagdo de novos antibiéticos. Entretanto, com a era da resisténcia
as diversas classes de antimicrobianos, a busca por alternativas ganhou destaque, como

consequéncia o renascimento da descoberta por novos FS, mostrado na Figura 3. 22

1.3.1 Mecanismo de Acédo

A etapa inicial da TFDA é primordial para bons resultados, pois, consiste na absorgao de

24

uma molécula fotossensibilizadora pelo microrganismo, no qual a incorporagdo € modulada

pelas interagdes eletrostaticas da parede celular com o FS. De modo geral, a superficie de uma
bactéria é carregada negativamente favorecendo a ligagdo com FSs catibnicos. As bactérias
Gram-positivas sdo mais susceptiveis a TFDA por serem mais permeaveis aos FSs, pois, sua
parede celular possui mais poros que facilitam a entrada de moléculas neutras e carregadas
negativamente, apesar da repulséo eletrostatica das cargas negativas dos acidos teicéicos. Ana-
logamente, os lipopolissacarideos conferem as bactérias Gram-negativa um envoltério celular
carregado negativamente, mas por terem uma membrana externa, os FS anibnicos e neutros sao

dificilmente incorporados por elas. 25

Apobs a incorporagdo do FS pela bactéria, o mecanismo de agéo sera ativado pela absorgéo
de fotons pelo FS, com energia suficiente para promover um elétron do estado fundamental (Sp) para
o estado singleto excitado (S1), o qual possui alta probabilidade em transitar sem radiagdo para o
estado tripleto excitado (T+1), via cruzamento intersistema. A transicdo de estado ocorre com a
reversao do spin do elétron, o qual ndo pode retornar ao Sg pois violaria o Principio de Exclusédo de

Pauli, visto que teria os mesmos numeros quanticos do elétron no Sp. Por esta razao,
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o tempo de vida para o T1 é mais longo e permite interagir com o oxigénio molecular
(02). O processo da TFDA diferencia-se dos processos oxidativos celulares por ser

dependente da absorc¢ao da luz. A interacao do FS com o O2 pode ocorrer por meio de

dois tipos de rea¢des denominadas de reagéo tipo | e tipo Il, respectivamente. 26, 27

Na reagéo do tipo I, o FS no T1 reage diretamente com os substratos organicos, na
membrana celular ou componentes celulares, com a transferéncia de elétrons para formar ions-
radicais que tendem a reagir com o oxigénio no estado fundamental, resultando em espécies
reativas de oxigénio (EROs) como o peréxido de hidrogénio (H202),radical &nion superéxido

(O27) e hidroxila (—OH). Em contraste, na reagéo do tipo Il o FS no estado T1 transfere energia
diretamente ao oxigénio molecular, excitando-o para o seu estado singleto altamente reativo.

O oxigénio singleto (102), reage com aminoacidos, proteinas, lipideos insaturados e

acidos nucleicos, de modo a promover a morte do tecido via necrose ou apoptose.

28 O mecanismo é ilustrado por meio do Diagrama de Jablonski na Figura 4.

De certo, as biomoléculas celulares sao danificadas pelas EROs produzidas durante
TFDA, assim os diversos locais afetados simultaneamente levam a disfuncao celular. Uma das
principais biomoléculas atacadas sao os lipidios, como os presentes na membrana plasmatica,
que sofrem modificagbes oxidativas e diminuicdo das cadeias insaturadas, perturbando
diretamente a fluidez e organizagdo da membrana que sdo essenciais para a integridade celular.
As proteinas bacterianas sdo afetadas pela fototoxicidade desencadeando interrupcbes em
diversas fungcbes metabdlicas.No entanto, sabe-se que os danos contribuem ativamente para
morte celular, mas o modo como desencadeia o processo de morte permanece desconhecido.

25 = . . o ~
Os danos causados no DNA geralmente sdo pontuais, pois as alteragdes sdo em algumas

bases, principalmente na guanina por ser mais susceptivel a oxidagdo, de modo que a
maquinaria de reparacédo é capaz de recuperar o DNA nativo, permitindo a sobrevivéncia do
microrganismo. Porém, em casos de mutagbes nao revertidas, os mecanismos moleculares

podem ser comprometidos, levando a morte da bactéria. 29

A eficiéncia do dano esta atrelada a interacdo do FS com a célula, pois, em diferentes
regides a eficiéncia quantica pode ser distinta, além de dificultar a difusédo das EROs para que atinjam
os alvos moleculares. Por exemplo, o oxigénio singleto possui uma vida de 100 ns, o que possibilita
apenas a difusdo de aproximadamente 20 nm, inferior as dimensées celulares que sdo da ordem de
micrometros. 29 Em outras palavras, ndo é necessario que o FS esteja totalmente internalizado na
bactéria, mas sua interagdo aumenta o efeito antimicrobiano e é favorecida com diferentes tempos de
incubagao para diferentes localizagdes celulares. 24 Contudo, a seletividade do FS pela bactéria ao

invés de células de mamiferos esta relacionada com curtos tempos de incubagdo do FS antes da

irradiagc&o, diminuindo a incorporagéo pelo tecido hospedeiro. 22
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1.3.2 Curcumina

O emprego de principios ativos de origem vegetal com finalidade medicinal datam desde
0 inicio da histéria da Humanidade e a busca pela compreensao dos mecanismos de acao e as
descobertas de moléculas bioativas impulsionam as industrias farmacéuticas atuais. A partir da
extragdo alcodlica do rizoma de Curcuma longa obtém-se um pé amarelo composto por trés
curcuminéides sendo 60% - 70% curcumina (CUR), 20% - 27% demetoxicurcumina (DMC) e
10% - 15% bisdemetoxicurcumina (BDMC), os quais s&o utilizados como condimento,

principalmente na culinaria indiana. 30 Além do seu emprego alimenticio, a curcumina natural,

composta pelos trés curcumindides, possui propriedades bioativas com efeitos antiinflamatérios,
antiangiogénicos, antioxidantes, cicatrizantes e anticancerigenos. Devido a sua baixa toxidade e

poucos colaterais, a curcumina € considerada segura por agéncias reguladoras como a Food and

Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos da América. 31

A estrutura da curcumina [(1E, 6E) -1, 7 —bis(4 —hydroxy —3 —methoxyphenyl) -

1, 6 — heptadiene — 3, 5 — dione] é formada por duas unidades aromaticas substituidas por
um grupo metoxila e um grupo fenodlico, ambas separadas por cadeia de polietileno
composta por grupo ceto-enol ou di-ceto. A curcumina é encontrada majoritariamente na
forma enol quando diluida em etanol, mas em solvente aquoso a forma di-ceto é

predominante, pois é estabilizada pela coordenagdo de uma molécula de agua. 33 Ambas

formas permitem formar complexos com moléculas inorganicas como aluminio e boro. As
caracteristicas estruturais conferem a curcumina um carater lipofilico (LogP = 2, 5) e acido,
altamente soluvel em solventes organicos como dimetilsulféxido (DMSO), metanol, etanol e
acetona. A solubilidade da curcumina é aumentada em meio alcalino e a solugdo possui

coloragao laranja amarelada, mas é desfavorecida pela rapida degradagéo. 34

O processo de degradagéo in vitro por autoxidagao leva a uma transformagéo quimica
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da curcumina em biciclopentadiona, que ndo necessariamente compromete a atividade pois
os produtos do processo também podem auxiliar no mecanismo de agao. Esta reagéo ocorre
por meio da oxigenagao seguido da ligagdo dos dois anéis de metoxifenol da curcumina e
ciclizagado dupla da cadeia heptadienediona. Para cada molécula de oxigénio consumida
uma molécula de curcumina é convertida na autoxidagao. 35 Em menor propor¢ao, outra via

de degradacdo é a solvdlise, no qual as moléculas do solvente atuam na substituigdo
nucleofilica formando como produto o diferuloilmetano, vanilina e acido ferdlico com

concentracdes dependentes do pH ou da temperatura de incubacéo. 32

Além da autoxidagdo e da solvdlise, a curcumina pode sofrer degradagdo fotoquimica. As
caracteristicas fotofisicas sdo dependentes do solvente, e em geral, sua absorcdo € compreendida
entre 408 a 500 nm e a emissdo entre 460 a 560 nm, Mas, quando interage com superficies
hidrofébicas, como a membrana, a fluorescéncia tem um desvio para o azul. 36 O mecanismo de
degradacao fotoquimica é mediado por oxigénio molecular por meio de reagées tipo | (transferéncia
de elétrons para O2) e tipo |l (transferéncia de energia para O2), obtendo como principais produtos da
degradacéao a vanilina, o acido vanilico, o 4-vinilguaiacol, o acido ferulico,

o aldeido ferulico e 7 —hidroxi —1 —[(2E) -3 —(4 —hidroxi -3 —metoxif enil)prop -2 -
enoyl] -6 —metoxinaf talen —2(1H) —ona, que também sao FS, porém menos
fotossensiveis que a curcumina. 37

Visto que a absor¢édo da curcumina esta localizada na regido visivel do espectro eletro-
magnético, em especifico no azul, a TFDA se restringe na aplicagao de infec¢des superficiais, de
modo que possa ativar a curcumina internalizada na bactéria. Diversos estudos sao relatados na

literatura sobre o uso da curcumina como FS para TFDA em diferentes espécies bacterianas,
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tanto Gram-positiva como Gram-negativa. Alguns estudos estdo apresentados na
Tabela 1 e mostram que independente da espécie bacteriana as concentragdes da
formulagéo e a dose de luz entregue geralmente sdo mais elevadas quando comparada
a outros FSs, contudo, o efeito antimicrobiano é alcangado, validando o uso como FS.

Tabela 1 — TFDA em diferentes bactérias utilizando curcumina como FS e luz na
regido azul do espectro eletromagnético. *Estudo em biofilme, no qual
a reducao é dada em porcentagem.

iy . Dose| Reducao
Bactéria Concentragao Jiem?| logUFC/ml Ref.
. Aggregatlbacte_r 2.5 mg/ml 120 3 39
actinomycetemcomitans
Aeromonas hydrophila 75 uM 139 3,33 40
Burkholderia cepacia 50 uM 28,8 4 41
Escherichia coli 75 uM 139 2,65 40
Enterococcus faecalis * 40 uM 72 95% 42
Pseudgmonaf 40 uM 79 81.1% 42
aeruginosa
Staphylococcus aureus 1,5 mg/ml | 20,1 3,6 43
Streptococcus mutans 600 umol 75 1,7 44
Salmonella 40
Typhimurium 75 uM A 2,82

Fonte: Elaborada pela autora.

1.3.3 Luz Azul

Para induzir a fotoinativagdo do microrganismo é necessario a ativagao do FS por meio
da luz em um comprimento de onda adequado. Em geral, combinando a maioria das bandas de
Soret (regido de maxima absor¢do de uma molécula) dos FS e as fornecidas pelas fontes de luz,
a TFDA comumente é aplicada utilizando a regido azul, verde ou vermelha do espectro

eletromagnético. 45 Além disso, para que o efeito do tratamento seja direcionado, o comprimento

de onda n&o deve ativar os cromoforos naturais. Desse modo, € preferivel a aplicagéo dentro da
janela Optica terapéutica, que consiste no intervalo de 650 a 1300 nm do espectro visivel, o qual

possui baixa absor¢do das biomoléculas e da agua, mostrado na Figura 6, principalmente em

. . ~ . . . . s 46
caso de infecgbes internas porque nao apresentara toxicidade as células eucaridticas.

Embora a regido do azul esteja compreendida no intervalo de 400 a 490 nm, a qual ndo
corresponde a regido da janela terapéutica, o seu uso para tratamento de infecgdes superficiais
nao apresenta toxicidade para as células epiteliais, pois, dificimente esses cromoéforos celulares

serdo ativados devido a baixa penetrabilidade da luz azul em tecidos. 45 Entretanto, alguns

estudos relataram que a luz azul atua como antimicrobiano, sem a necessidade do uso de um
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diversos consti-tuinte do tecido biolégico.

Fonte: Adaptada de TABOADA.*”

FS. 48 Apesar do mecanismo ainda ndo estar bem esclarecido, acredita-se que esse efeito seja em

decorréncia da presenga de porfirinas livres com bandas de Soret na regiao de 405 nm e de flavinas
ou flavoproteina livres com absorgdo no intervalo de 430 nm a 470 nm, que atuam como FS nos

microrganismos. 49 A efetividade dependera da quantidade de moléculas livres disponiveis para

absorvem o féton e transferir a energia ou elétron para formagdo de EROs. O nimero de porfirinas e
flavinas enddgenas varia entre as diferentes espécies bacterianas, principalmente quando comparada

as Gram-positivas que sao mais susceptiveis que as Gram-negativas. 50

Provavelmente, devido a essa agao adicional na TFDA, a luz azul é mais eficiente para

inativagdo de microrganismos quando comparada com a luz verde e vermelha. 45 Contudo,
devido as suas propriedades, ndo é possivel ser empregada para infecgdes que estejam internas
e sistémicas sem que haja um dispositivo que propague a luz até o local desejado. No entanto, o
emprego em tratamento de infec¢des superficiais e localizadas como em garganta, unha, feridas

na pele é viavel, contribuindo para diminuir a evolugéo para uma infecgao sistémica. 22

1.4 Distribuicdao do Limiar de Dose

O diferencial da TFDA ¢é a atuagcdo concomitante de trés componentes: o FS, a
luz e o oxigénio. A variagdo de cada um destes trés parametros ira modificar a resposta
do tratamento, podendo ser mais ou menos efetivo. Contudo, definir uma dose de TFDA
€ um desafio, visto que o resultado ndo possui uma equivaléncia direta da concentragao

do FS e da dose de luz para a producdo de EROs. 51 Dentre os trés elementos, o

oxigénio molecular é considerado intrinseco do sistema bioldgico, ou seja, esta presente
no microrganismo e no local da infecgéo. Por outro lado, a dose de luz e a concentragao
do FS sao parametros flexiveis para atingir resultados eficientes no tratamento.
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1.4.1 Modelo

Em uma cultura bacteriana a resposta de um estimulo externo pode ser ligeiramente
diferente dependo da distribuicdo de células presentes. A resposta bioldgica a um estimulo
mensuravel € comumente denominado de dose resposta. Por exemplo, dada a aplicagao de
uma concentracdo fixa de FS, a morte bacteriana pode variar para cada dose de luz
entregue. Poucas células bacterianas sdo mortas em baixas ou em altas doses de luz,
entretanto existe uma dose limiar que elimina ao menos metade da populagdo. Desse modo,
o limiar de dose é definido como a quantidade minima de luz que deve ser absorvida pelo

FS para que o dano celular oxidativo causado seja irreversivel em uma célula. 52

Todavia, observa-se experimentalmente que a curva dose resposta de uma cultura
micro-biana estara compreendida dentro de um intervalo de luz aplicado, visto as diferengas
metabdlicas de cada célula bacteriana que proporciona heterogeneidade para populagdo. Como
consequéncia, a dose limiar é apresentada como uma distribuicdo, na qual quanto maior a dose
entregue maior a fragdo de bactérias mortas e, analogamente, quanto menor a dose aplicada
menor a fragdo de morte bacteriana. Matematicamente, para uma densidade de microrganismos
tem-se que a probabilidade de fragédo de morte celular compreendida até a dose aplicada (f(Da))
é dada como resultado da integral da Equacédo 1.1. Onde g(D)dD corresponde a densidade de

células bacterianas da populagdo que respondem ao tratamento, sendo g(Dj) a distribuicdo de

dose, podendo ser explicitado como na Equagéo 1.2. 53

Da

f(Da) =% g (D) dD (1.1)
0
df (D)

9(Da)= dD lDa (1.2)

A plotagem de g(Da) corresponde a uma curva de distribuigdo que fornece parédmetros

capazes de descrever a populacdo estudada, conforme mostrado na Figura 7. O valor do pico
corresponde ao limiar de dose que elimina 50% da populagdo (Dth, threshold dose, sendo um
indicador de tolerancia ou sensibilidade ao tratamento, quando comparada com outras
populagdes ou entre sessdes. Além disso, a largura da curva a meia altura, ou comumente
referido com FWHM (do inglés Full Width at Half Maximum), pode ser interpretada como o grau
de heterogeneidade da populagao, visto que quanto mais larga a distribuicdo implica que existe

numero significativo de células bacterianas presentes com resposta distinta da maioria. Quando

a largura é pequena, a populagéo tende a ser mais homogénea. 52,53

Esse modelo tedrico foi desenvolvido por pesquisadores do CePOF (Centro de Pesquisa

em Optica e Fotdnica) por SABINO 52 e empregado no estudo de células eucariéticas por

FARIA.53 O uso deste modelo em microrganismo ainda € escasso na literatura, mas evidencia
grande potencial para analise complementar na resposta ao tratamento de TFDA.
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Figura 7 — Curvas do modelo distribuicdo do limiar de dose a partir de um curva
tedrica de fragdo de morte bacteriana (f(D)) e sua derivada g(D) como
curva de distribuicdo de dose, explicitando os parametros Dth e FWHM.
Fonte: Elaborada pela autora.
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2 ESTUDO DA FORMULAGAO DE CURCUMINA NATURAL NA
INCORPORAGAO MICROBIANA

2.1 Contextualizagao

Um dos processos limitantes para a eficiéncia da TFDA é a penetragdo do FS nos
microrganismos. A primeira etapa no processo de inativagdo bacteriana é a interagdo do FS com
sua superficie para que possa transpassa-la para o meio intracelular. A morfologia das bactérias
afetam diretamente a sua interagdo com as moléculas fotossensibilizadoras no processo de

internalizagao. 25 Nas bactérias Gram-negativas 0 mecanismo de difusdo do FS é mediado pela

membrana externa, formada por lipopolissacarideos, que dificultam a incorporagdo de moléculas
neutras e carregadas negativamente, enquanto que na Gram-positiva a penetragdo do FS pode
ser facilitada pelos poros presentes na parede celular formada por peptidoglicano, além de ser

mais favoraveis para interagao de FSs catibnicos. 54

Portanto, para que um protocolo da TFDA seja eficiente, € necessario que a
escolha do FS assim como a formulacdo sejam adequadas para a espécie
bacteriana, pois pode modificar as caracteristicas fisico-quimicas das moléculas, os
quais sao parametros imprescindiveis para otimizar a interacao.

2.2 Objetivo

O objetivo deste capitulo consiste em caracterizar quantitativamente e qualitativamente a
interagcdo da curcumina natural na formulagdo xarope e na solugéo alcool/DMSO em bactérias
do género Streptococcus. Além disso, verificar in vitro uma concentragdo 6tima de incorporagéo

da molécula fotossensibilizadora para ser utilizada em estudos posteriores (Cap. 3).

2.3 Metodologia

2.3.1 Microrganismos

Os microrganismos utilizados nos ensaios foram as bactérias Gram-positivas Streptococ-cus
mutans (ATCC 25175), Streptococcus pyogenes (isolado de infecgdo em pacientes) e isolado clinico
de diversas bacterias de pacientes com farigotonsilite streptocécica. O microrganismo foi cultivado em

meio liquido Brain Heart Infusion (BHI) a 37 "C e 150 rpm em incubadora com agitag&o orbital (Quimis
®). Apo6s o crescimento microbiano em overnight, as amostras foram centrifugadas (5702 Eppendorf
®) e resuspendidas em tampéao fosfato salino (PBS) e posteriormente diluidas para obtengédo do
inéculo em 107 - 108U F co/mi (unidades formadoras de colbnia por mililitros), verificado pela

densidade 6tica em 600 nm (Cary UV-Vis50, Varian).
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2.3.1.1 Isolamento e identificacdo bacteriana

A bactéria Streptococcus pyogenes foi isolado da infecgdo de pacientes com
farigo-tonsilite streptocécica, por meio da coleta de swab e foi identificada pela Dra Kate

Cristina Blanco segundo os testes bioquimicos sugerido por WINN, 8 apresentados na

Figura 8. As bactéria coletadas estdo de acordo com o CAAE 83082018.4.0000.8148
(Acao fotodindmica no tratamento de faringotonsilite estreptocécica).

*— Catalase -

Gram-—

Streptococcus pyogenes

' Hemdlise | ‘ Beta Bacitracina

==n

Figura 8 — Esquema de testes bioquimicos para identificagdo do S. pyogenes.
Fonte: Elaborada pela autora.

2.3.2 Fotossensibilizador

2.3.2.1 Curcumina em Dimetilsulfoxido

A solugéo estoque foi preparada diluindo 5 mg da Curcumina Natural (PDT

Pharma ®) com 0, 1% (m/v) de dimetilsulféxido (DMSO) em 1 mL de alcool etilico. A
partir desta solugcao foram realizadas diluicbes para obtencdo das concentragdes de
0,5; 0,75; 1; 3 e 5 mg/ml para os ensaios microbioldgicos.

2.3.2.2 Xarope de Curcumina

A base para o xarope de curcumina foi preparada com 30% de sacarose a 80 ‘'C em placa de
aquecimento (Gehataka ®). A solucdo estoque foi preparada usando 5 mg de Curcumina Natural
(PDT PHARMA ®) triturada com bastéo de vidro e diluida em 2% (m/v) de alcoal etilico.

55Concentrac,:ées de 0.5; 0.75; 1; 3 e 5 mg/ml de FS foram obtidas da solug¢ao estoque.

2.3.3 Quantificagéo da Absorgéo do Fotossensibilizador

O inéculo em 107 - 108U F C/mi foi centrifugado por 10 minutos a 3000 rotagdes por minutos
(rpm). O sobrenadante foi descartado e a bactéria foi ressuspendida na solugdo contendo FS,
permanecendo. incubada em estufa (EletroLab ®) a 37 °C por 4 minutos. Apos esse periodo as

amostras foram centrifugadas para a coleta do sobrenadante e foram realizadas diluigées a fim de

medir a absorbancia no espectrémetro (Cary UV-Vis50, Varian) em 425 + 7 nm para
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curcumina em DMSO e 440 + 7 nm para o xarope de curcumina. Os resultados

foram obtidos pela correlagdo entre a absorbancia do sobrenadante com a

absorbancia do solucdo do FS na concentragao correspondente. 54

2.3.4 Terapia Fotodinamica Antimicrobiana
2.3.4.1 Fontede Luz

Como fonte de luz foi utilizado um dispositivo intitulado Biotable ®,

desenvolvido pelo Laboratdrio de Apoio Técnico — LAT, do Instituto de Fisica de Sao
Carlos, composta por 24 diodos emissores de luz (LED - Light Emitting Diode) no
comprimento de onda de 450 nm. Cada poco recebe irradiagdo uniforme com

intensidade média de 30 mW/cmz. A dose de luz utilizada foi de 28,8 J/cmz.

2.3.4.2 Terapia Fotodindmica

Apds a coleta do sobrenadante a bactéria foi ressuspendida em PBS e submetida a
irradiacéo na Biotable®. Em cada experimento continha quatro grupos, trés grupos controles
(inéculo + PBS; in6culo + PBS + irradiagdo; inoéculo + FS) e, o grupo TFD (inéculo + FS +
irradiacdo). Apos a irradiagdo todas as amostras foram diluidas e semeadas em placas de
Petri com meio de cultura agar BHI. As placas foram incubadas em estufa a 37 ‘C por 24

horas para a realizagdo da contagem das unidades formadoras de colénias (UFC). A
quantificagdo das colbénias bacterianas foi feita considerando o numero de células presentes
em 1 ml do meio liquido. Os experimentos foram realizados em ftriplicata.

2.3.5 Validagao da Absorgdo do Xarope de Curcumina

2.3.5.1 Microscépio de Fluorescéncia Confocal

Os microrganismos foram incubados com 0,75 mg/ml de xarope de curcumina
por 4 minutos a 37 “C. Posteriormente, os microrganismos foram resuspendidos em PBS
e 10ul foram colocados sobre uma laminula de vidro. As imagens da suspensao foram
adquiridas utilizando o microscopio confocal (LSM780 - Carl Zeiss, Alemanha) com um
laser de argbnio emissor a 458 nm para excitagdo. O sinal de fluorescéncia foi coletado
em um canal de 469 a 599 nm, correspondendo a fluorecéncia do xarope de curcumina.

2.3.5.2 Analise Metabolica por Curva de Crescimento

Ap6s o preparo do microrganismo (2.3.1), a bactéria foi ressuspendida em agua
destilada autoclavada e na base do xarope na proporgéo de 1:400. Em seguida foram colocadas
®

)

no incubadora com agitagdo orbital (Quimis =) em 150 rpm a 37 °C. As medidas de densidade

Optica foram realizadas a 600 nm utilizando o espectrémetro (Cary UV-Vis50, Varian).
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2.3.6 Analise Estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata (total n = 9). O desvio padréao
€ apresen-tado como barra de erros, sendo que em alguns casos devido ao pequeno
valor a barra nao é perceptivel. Para verificara distribuicdo normal dos dados foi
aplicado o teste de Shapiro-Wilk. Os resultados foram avaliados pelo teste T student.
Um valor de p <0, 05; 0, 01; 0, 005; 0, 001 foram considerados significativos.

2.4 Resultados e Discussao
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Figura 9 — Calibragcdo do fotossensibilizador por absorbancia. a) Espectro absorbancia cur-
cumina em diferente formulacdes. b) Reta de calibracdo da absorbancia versus
diferentes concentragbes da curcumina para a formulagdo em xarope (440 nm) e
para a formulacdo em &lcool/DMSO (425nm). Graficos normalizados.

Fonte: Elaborada pela autora.

A resisténcia aos antibidticos pelas bactérias aumenta significativamente com o
passar do tempo, estima-se que em 2050 havera 10 milhdes de mortes anualmente devido

as bactérias multirresistentes. 17 A TFDA é uma alternativa ao tratamento padréo, pois seu

mecanismo de agdo permite a eliminagdo de células indesejaveis pela combinagao de trés
componentes: a molécula fotossensibilizadora; a dose de luz; e o oxigénio presente na
célula. Para que a terapia seja eficiente, o patdégeno deve interagir com o FS porém, o efeito
citotoxico deve ocorrer apenas quando ha a incidéncia da luz. A estabilidade da formulagao
utilizada neste trabalho ja foi comprovada anteriormente e os estudos preliminares da acao

fotodindmica contra o Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e os isolados clinicos da

faringotonsilite aguda mostraram-se eficazes e promissores para seu uso clinico. 55

O dado presente na Figura 9.a indica que a curcumina natural possui maxima absorc¢éo
em A = 440nm quando na solugdo xarope e em A = 425nm quando em alcool/DMSO. A
quantificacdo da incorporagéo da curcumina no xarope foi realizada apds o periodo de incubagao

do microrganismo com o FS por 4 minutos pela correlagao entre a absorbancia do sobrenadante
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e a concentragdo nominal da formulagdo, Figura 9.b. A interacdo da curcumina em xarope foi
comparada com a solugdo alcool/DMSO nas mesmas proporgbes para trés espécies de
bactérias do género Streptococcus: S. mutans (ATCC 25175), um patégeno bucal; S. pyogenes

(isolado clinico de faringotonsilite) e o isolado clinico coletados de paciente com faringotonsilites.

Foi verificado que a interagao do xarope € superior a solugao alcool/DMSO para os trés
microrganismos estudados. A interagdo porcentual média de curcumina para S. mutans foi de
24% em xarope e de 10% em solugéo de alcool/DMSO (Figura 10.a). O aumento da interagéo
também ocorreu para a linhagem isolada de paciente S. pyogenes que foi de 26% em xarope e
de 13% em solugdo de alcool/DMSO (Figura 10.b). Para o isolado clinico de pacientes a

interacéo do FS foi de 27% e 5% em xarope e alcool/DMSO, respectivamente (Figura 10.c).
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Figura 10 — Incorporacao de diferentes concentragdes do xarope de curcumina e da
curcu-mina em alcool/DMSO. a) S. mutans. b) S. pyogenes. c) isolado clinico. ; ;

indica diferenga significativa de p <0.05; 0,01; 0,005
respectivamente. Fonte: Elaborada pela autora.

Como visto na Figura 10.c, a absorgao do xarope é predominante em baixas concentragbes
para o isolado clinico. As bactérias S. mutans e S. pyogenes possuem uma taxa de interagao linear
com a concentragao disponibilizada até o limiar de 3 mg/ml (Figura 10.a e 10.b). Como observado,

altas concentragdes nao resultam em maior absorgao de FS. Aparentemente para
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o tempo de incubacgdo usado, sobre tais concentragdes, pode haver mecanismo de saturagédo na
penetracédo do FS. Muito acima de 3 mg/ ml, ocorre uma diminuigdo da captagéo. Além disso, foi
verificada uma estagnagéo da concentragdo incorporada para as trés cepas. O FS encontra-se
capturado pelas bactérias conforme a visualizagdo da microscopia confocal, Figura

11. Entretanto, devido ao limite de resolugdo nao foi possivel determinar a localizagao
celular exata da incorporagédo do FS. No entanto, a imagem demonstra qualitativamente
a presenga de curcumina nos dominios internos dos microrganismos, pois a
autofluorescéncia da curcumina se sobrepde a localizagao da bactéria.

Figura 11 — Imagem de fluorescéncia de microscopia confocal do mesmo campo de
visdo. Em cima: células tratadas com xarope de curcumina. Embaixo:
Imagem de campo claro. a) S. mutans b) S. pyogenes c) isolado clinico.
Fonte: Elaborada pela autora.

A membrana bioldgica € o principal componente celular de interagdo com moléculas
anfipaticas como a curcumina, a qual possui a cadeia principal hidrofébica com alguns grupos

funcionais polares, capaz de interagir com a membrana bioldgica e influenciar em sua fluidez
semelhante a outras moléculas anfipaticas como por exemplo, o colesterol. 56 A cabeca dos

fosfolipidios interagem com os grupos metoxi ou hidroxilo da curcumina, para que a diregéo da ligagao
influencie diferentemente no grau de ordem da bicamada celular. Quando a curcumina esta em baixas
concentragdes a interagdo desta com a bactéria ocorre apenas na superficie celular com os grupos
acil ordenados, mas quando a ligacdo é perpendicular eles sdo desordenados. Ge-ralmente a
curcumina ira apresentar um impedimento estérico na regido de ligacdo promovendo o ordenamento

apenas localmente, pois na regido de ndo ligacdo havera um desordenamento para compensagéo
entropica. 57 Essa modulagdo da membrana é semelhante ao mecanismo empregado em células

eucarioticas com a presenca do colesterol na membrana. Em bactérias,
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a estabilidade mecéanica é mantida pela presenga de parede celular, visto que o colesterol
esta ausente. Entretanto o efeito da curcumina nas membranas bioldgicas ainda nio é
totalmente compreendido. Além da interagdo com os fosfolipidios, a curcumina pode

modular a atividade das proteinas de membrana, como verificado por INGOLFSSON 58 e

HUNG 59 através do estudo dos canais formados pela gramicidina A sem afetar sua
condutancia que modificara a espessura e a propriedade elastica das bicamadas.
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Figura 12 — Curva de crescimento bacteriano para analise metabdlica por medida da
absor-bancia a 600 nm em agua destilada autoclavada e na base xarope. a) S. mutans.
b)S. pyogenes. c) isolado clinico. ; ; ; Jindicam diferenga significativa
de p <0.05; 0,01; 0,005; 0,001 respectivamente.
Fonte: Elaborada pela autora.

Visto que ha diferenca da interagcdo do FS dependendo da formulagdo, investigou-se a
influéncia da base do xarope no metabolismo da bactéria por meio da curva de crescimento em
agua destilada autoclavada (sem sacarose) e na base do xarope (com sacarose) através de
absorbancia em 600nm. A Figura 12 mostra distintas curvas para os diferentes meios. Para o
funcionamento do metabolismo microbiano é necessario a presenga de nutrientes. A adigao de
sacarose possibilitou diferenga de crescimento estatisticamente significativa nas primeiras horas
como mostra a Figura 12.a e 12.b, enquanto que na Figura 12.c a diferenga comeca ser
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significativa apds 5 horas, provavelmente devido ao isolado clinico ser mais exigente nutricio-
nalmente para o desenvolvimento. Visto que a diferenga entre o crescimento nas duas solugdes
€ a composigcao de sacarose, o resultado sugere que a presenga deste carboidrato
influencie na absorcao do FS.

Os trés microrganismos apresentam um padréo de crescimento com concavidade
negativa na presenga da sacarose, no entanto, a concavidade torna-se positiva na auséncia
deste carboidrato. A concavidade da curva relaciona a taxa de crescimento microbiano. O
crescimento na base do xarope é acelerado nas primeiras horas, atingindo rapidamente a fase
estacionaria quando comparado ao crescimento em agua destilada sem sacarose, Figura 13.
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Figura 13 — Derivada da curva de crescimento bacteriano, por meio da absorbancia
em 600 nm, para analise metabdlica em agua destilada autoclavada e na
base xarope. a) S. mutans. b) S. pyogenes. c) isolado clinico.

Fonte: Elaborada pela autora.

A formulagédo da curcumina natural influencia diretamente na taxa de absorgédo do FS,
como apresentado nos resultados através da Figura 10. Apesar da solubilidade da curcumina
natural ser maior na solugédo alcool/DMSO verifica-se uma preferéncia dos microrganismos pela
interacdo dos curcumindides solubilizados no xarope. A ligagdo a glicose por cepas bacterianas
foi observada pela taxa de afinidade bacteriana do transporte de nutrientes em microrganismos
durante o tempo de replicagao. Esse resultado sugere uma sinergia entre o xarope e os curcumi-

noéides, devido ao agucar auxiliar na capturagao do FS e aumentar o potencial de incorporagao
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Figura 14 — Esquema hipotético da influéncia das formulagbes de curcumina na
incorpora-¢éo do FS pela bactéria e a ativagdo do metabolismo bacteriano.
Fonte: Elaborada pela autora.

dos curcumindides solubilizados no xarope. Bactérias do género Streptococcus com
relevancia clinica sdo homofermentadores, ou seja, sdo capazes de obter energia através da
fermentagédo da glicose. 8 Logo, quando o carboidrato estd presente em abundéncia num

ambiente, o metabo-lismo do microrganismo acelera, consequentemente ira incorporar mais
moléculas de sacarose o qual carregara neste processo as moléculas de curcumina e dos
demais curcumindides. Esse mecanismo € semelhante a estratégia utilizada para

administragcao de antibidticos em micror-ganismos resistentes. ALLISON 60 verificou que as
cepas suscetiveis a antibiéticos possuem um metabolismo mais acelerado em comparagao
com as cepas resistentes. Ao administrar o farmaco em conjunto com outro metabdlito, por
exemplo a glicose e a frutose, ha um aumento na produgdo de NADH e na forga préton-
motora devido a ativagdo do ciclo do acido citrico (CAC), desse modo as cepas resistentes

aumentam o estimulo de incorporagao do farmaco 61 (Figura 14).

Uma vez que o FS foi incorporado pelos microrganismos, a TFDA foi realizada, con-
siderando a dose de luz de 28, 8J/cm? em 450 nm para as diferentes concentragdes de xarope
incorporados. O resultado de inativagao obtido corresponde somente a acdo da TFDA, pois a
interacado apenas do xarope (Figura 15) ou da luz (Figura 16) com os microrganismos nao apre-
sentaram efeitos citotoxicos. A fim de evidenciar os resultados, a analise dos dados de UFC/ml
foram transformados para a base logaritmica (log10). Considerando apenas o FS incorporado,
obteve-se uma reducao de 3,4 log para S. mutans (Figura 17.a), 2,9 log para S. pyogenes (Figura
17.b) e 2,5 para isolado clinico (Figura 17.c) na concentragdo nominal de 5 mg/ml. A inativacao
para o isolado clinico foi menor comparada as outras espécies bacterianas, pois trata-se de uma
comunidade bacteriana que apresenta uma interagao entre as diferentes bactérias e auxilia na
protecao contra agentes externos que podem diminuir a eficiéncia da TFDA. A comparagéo da
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TFDA da curcumina em alcool/DMSO nao é apresentada, pois como o DMSO é
dependente da concentragdo nominal de curcumina, a sua porcentagem apresentou-
se toxica as bactérias na auséncia de luz.

A morte celular bacteriana causada pela TFDA decorre dos danos sofridos pela membrana
citoplasmatica, proteina e pelo DNA. Os danos na membrana modificam as proteinas presentes,
alteram os gradientes de concentragéo, além de alterar a sintese da parede celular, sendo que o
conjunto destes fatores sejam suficientes para induzir a morte bacteriana. A eficiéncia do dano esta
atrelada a interacdo do FS com a célula, pois em diferentes regides a eficiéncia quantica pode ser

distinta, além de dificultar a difusdo das EROs para que atinjam os alvos moleculares.

ZQContudo, a internalizacao torna o processo mais efetivo, visto que permite atuacado das duas
vias de agao, pois o tipo | (transferéncia de elétrons) necessita da internalizagdo enquanto o tipo
Il (transferéncia de energia) ndo é obrigatério. Deste modo, diferentes tempos de incubagéo
permitem distintas localizagdes do FS na célula, auxiliando na difusdo das espécies reativas e
consequentemente na eficiéncia da agao fotodindmica, principalmente para as reagdes do tipo

| que preferencialmente devem ocorrer no interior celular para maior eficacia, porque
existem mais biomoléculas disponiveis para iteragao. 24

Considerando a concentragdo de 3mg/ml, observou-se a redugédode 1,5a 3

log10(U F C/ml) com dose de luz de 28, 8J/cm?. Tal resultado ¢é considerado

adequado devido a captag¢ao da curcumina e a compreensao do modelo apresentado
aqui legitima o uso do xarope na aplicagao clinica.
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Figura 15 — Controle do FS incorporado por 4 minutos a 37 °C. a) S. mutans. b) S. pyogenes.

c) isolado clinico.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 16 — Controle da luz 28, 8J/cm? para S. mutans, S. pyogenes e isolado clinico.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 17 — Inativagao Fotodindmica com 28, 8J/cm? a 450 nm para diferentes
concentra-gbes de incorporagdo do xarope de curcumina. a) S.
mutans. b) S. pyogenes. c) isolado clinico. ; ; ; ] indicam diferenga
significativa de p <0.05; 0,01; 0,005; 0,001 respectivamente.

Fonte: Elaborada pela autora.

2.5 Conclusido

A interagdo do FS pelo microrganismo € uma etapa fundamental para eficiéncia da TFDA.
Além das caracteristicas fisico-quimicas da molécula a taxa de interagdo pode ser modulada com a
formulagao, possibilitando assim, uma estratégia alternativa para implementagéo do tratamento em

casos clinicos que o FS é solubilizado em solventes toxicos as células.

Nas concentragdes estudadas foi verificado que a interagéo do FS é crescente atingindo
o maximo em 3 mg/ml, sendo estagnada acima desta. Deste modo, para estudos in vitro com
curcumina natural seréo utilizadas concentracdes até este limiar. Nossos resultados sugerem
que o uso do xarope de curcumina promove alta eficiéncia na interagao de FS por influenciar no

metabolismo bacteriano e, consequentemente, promove melhores resultados da TFDA.
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3 ESTUDO DA DISTRIBUIGAO DE LIMIAR DE DOSE EM MULTIPLAS
SESSOES DE TERAPIA FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA

3.1 Contextualizagao

A descoberta da penicilina foi um grande marco na historia da ciéncia, possibilitou
avangos em diversas areas de pesquisa, saude e industria. Inicialmente, aparentou ser a solugao
para as complicagdes envolvendo microrganismos, mas logo mostrou ser um cenario idealizado

. . . 62 . .
devido as respostas negativas aos tratamentos implementados. Atualmente, vivenciamos a
era pos antibidtico, no qual infeccdes recorrentes em seres humanos, como a infeccdo de
garganta, podem ser de dificil tratamento caso o patégeno infectante possua mecanismo de
oA . . L e 16 .
resisténcia que invalide a atividade do antibiético. Neste cenario, a TFDA mostra-se como

uma alternativa promissora devido a sua eficiéncia na atividade antimicrobiana sem que a via de

acéo seja invalidada. Apesar dos seus beneficios, a TFDA possui limitagdes que podem
influenciar nos protocolos de tratamentos, principalmente para multiplas sessoes. 18

O estudo da influéncia da TFDA nas bactérias sobreviventes ao tratamento ndo deve ser
negligenciado, mas devem ter uma cinética de inativagdo compreendida, tal como o perfil da geragdes
sucessivas ao tratamento empregado para garantir a eficacia e seguranga dos protocolos.

63

3.2 Objetivo

O objetivo deste capitulo consiste em estudar a variagdo dos parametro das
curvas resposta de mortalidade celular de Streptococcus pyogenes e Isolado Clinico
para diferentes doses de luz ao decorrer de multiplas sessdes de TFDA utilizando o
modelo de distribuicdo do limiar de dose (1.4). Desse modo, avaliar o potencial de
desenvolvimento de tolerancia ao tratamento.

3.3 Metodologia

3.3.1 Microrganismo

As bactérias S. pyogenes e isolado clinico foram preparadas conforme a descricdo em
2.3.1.

3.3.2 Fotossensibilizador

Para os experimentos de multiplas sessoées foi utilizada a formulagédo xarope de curcumina. A

base para o xarope de curcumina foi preparada diluindo 30 g de sacarose em 70 g de agua sob

aquecimento de 80 °C. O xarope foi preparado para concentragao final de 0,75 mg/ml e 2,25
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mg/ml de Curcumina Natural (PDT Pharma ®) triturada com bast&o de vidro e adicionado em 2%

(m/v) de alcool etilico. O volume final da solugao foi completado com a base do xarope. S5

3.3.3 Terapia Fotodinamica Antimicrobiana

Com o inéculo padronizado, separou-se um volume para os grupos controles e tratamen-
tos. Os grupos controles incluem controle geral (bactéria + PBS), controle da luz (bactéria + PBS
+ irradiacao) e o controle do FS (bactéria + FS). As bactérias do grupo tratamento (bactéria + FS
+ luz) e do grupo FS foram distribuidas em eppendorfs com volume de 500 pL e centrifugadas a
3000 rpm por 5 minutos, para serem ressuspendidas em xarope de curcumina. Todos os grupos

foram incubados a 37 °C por 4 minutos. Os tratamentos e o controle de luz foram irradiados na
Biotable® de 40 mW/crm? no comprimento de onda de 450nm. As doses de luz estudadas foram

fracionadas, sendo de 19,2; 38,4; 57,6; 76,8; 96 e 115,2 J/em?. Por fim, todas as amostras foram
diluidas e semeadas em placas de Petri com meio de cultura agar BHI. As placas foram

incubadas em estufa a 37 °C durante 24 horas para a realizagdo da UFC/ml.
3.3.4 Multiplas Sessbdes

As colbnias de cada tratamento localizadas na placa de Petri foram coletadas com auxilio
de uma alga de inoculagdo e depositadas em meio BHI liquido a 37 °C por 16 horas.
Posteriormente, foram armazenadas em tubos criogénicos a —20 °C, contendo 20% de glicerol.

As bactérias congeladas foram utilizadas para o préximo ciclo de tratamento, seguindo os
protocolos anteriores (2.3.1 e 3.3.3). O esquema é apresentado abaixo na Figura 18.

Figura 18 — Esquema do protocolo de multiplas sessbées de TFDA. 1) irradiagao da
bactéria com FS na Biotable. 2) Cultura de bactérias plaqueada apés o
tratamento de TFDA. 3) Coleta de colénias sobreviventes a sesséo

aplicada. 4) In6culo contendo as bactérias sobreviventes a TFDA.

Fonte: Elaborada pela autora. 64

3.3.5 Fotobranqueamento

A solugado xarope de curcumina de 2,25 mg/ml foi irradiada na Biotable®(descrito em

2.3.4.1) com intensidade de 40 mW/cm? e no comprimento de onda de 450nm, nos intervalos de
8 a 48 minutos. A cada intervalo o espectro de absorgao foi coletado usando o espectrometro
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(Cary UV-Vis50, Varian) no intervalo de 300 a 800 nm, em cubeta de quartzo. O
valor maximo da absorbancia para cada espectro (440 nm) foi coletado para

plotagem em fungao do tempo de irradiagao no software Origin ®2017.

3.3.6 Tratamento dos Dados

Para a analise da distribuicao do limiar de dose € necessario a descricdo dos
dados matematicamente. Visto que os dados representam a mortalidade populacional,
foram analisadas as fungbes que descrevem esse comportamento. Dentre elas a que

melhor se ajustou aos dados com menor)(2 foi a fungao logistica, dada pela formula:

a

f= (1 +e-+xx) (3.1)

A funcéo logistica ajustada corresponde portanto a fungao f(Dth) do modelo
descrito em 1.4, sendo que foi derivada para obter a curva de distribuicdo de dose
(g(Dth)). Os parametros de largura da curva e maximo foram extraidos através da

ferramenta Multiple Peak Fit do software Origin®.

3.3.7 Analise Estatistica

Os experimentos para S. pyogenes foram realizados em triplicatas (N=9) e para o
isolado clinico em duplicata (N=6). O desvio padrdo é apresentado como barra de erros,
sendo que em alguns casos, devido ao pequeno valor da barra, ndo é perceptivel. Para
verificar distribuicdo normal dos dados foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk. Os resultados de
dose limiar em multiplas sessdes foram avaliados por Anova 1 way. Os grupos controles
foram avaliados por Anova 2 way para verificar se a média é diferente entre os tratamentos
e as doses. Ambas anadlises e o calculo do coeficiente de correlagdo de Pearson foram

realizadas no software Origin®. Um valor de p <0, 05 foi considerado significativo.
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3.4 Resultados e Discussiao

A TFDA é uma técnica muito estudada como alternativa ao tratamento de infecgbes
bacterianas, que sdo geralmente tratadas com antibidticos. Também ¢é frequentemente
relatado pela literatura e por programas de epidemiologia os casos de desenvolvimento de
resisténcia microbiana a diversos farmacos em ambientes clinicos, de pecuaria e agricultura.

16 Um dos principais motivos de usar a TFDA como alternativa € por ndo apresentar relatos
de desenvol-vimento de resisténcia, uma vez que o mecanismo de agao € dado por oxidagao
inespecifica. Contudo, na literatura ha poucos estudos destinados a verificar se os
protocolos empregados podem perder a eficiéncia quando a bactéria é submetida a multiplas
sessdes de TFDA, pois, mesmo que o mecanismo de agdo seja inespecifico, existe uma
etapa anterior que esta relacionada com a interagdo da bactéria com FS e a luz, que pode
influenciar na eficacia do tratamento e ser estudado por dosimetria.

Baseado nos resultados de incorporacgao do FS e redugio da carga bacteriana obtida
no capitulo 2, a concentragdo de 0,75 mg/mL do xarope de curcumina foi selecionada para
os experimentos de distribuigdo de dose, por ser um valor abaixo do limiar de concentragao
incorporada. A Figura 19 mostra a evolugéo das curvas de distribuicdo de doses obtidas
para S. pyogenes ao longo de trés sessbes de TFDA. A fracdo de morte maxima atingida
para os trés ciclos foi cerca de 60%, mas apenas as sessdes 1 e 2 tiveram perfil sigmoide
como resposta as diferentes doses aplicadas. A sesséo 3 ndo apresentou comportamento de
mortalidade sigmoide, sendo que a obtengdo da dose limiar tem maior imprecisao e
parametro heterogeneidade da populagéo indisponiveis.

Apesar das doses de luz entregues serem elevadas, a concentragdo do FS néo
permite obter um perfil de mortalidade com a regido platé préximo a 100% de morte,
conforme requerido pelo modelo proposto por SABINO.52 O comportamento da fragao

de morte (f(Dth)) reflete na distribuicdo de dose limiar (g(Dth)). A Figura 20 apresenta os
valores obtidos para limiares de dose considerando 3 sessbées de TFDA com FS na
concentracao de 0,75 mg/ml, indicando que o tratamento ndo é otimizado, uma vez que
as Dth sao elevadas e nao foi possivel obter morte de todas as células bacterianas.

Com o propdsito de aumentar a eficiéncia da TFDA, optou-se pelo uso do xarope
na concentragdo de 2,25 mg/mL, o qual corresponde a 10% da concentragdo do xarope
utilizado em casos clinicos e atende ao requisito de ser abaixo do limiar de incorporacao

(vide Figura 10) para poder seguir com multiplas sessdes de subdose a TFDA. 95,65

Ademais, foi realizado um teste para assegurar que as doses de luz ndo tivessem uma agéo
de fotobranqueamento imediata, ou seja a conversdo da curcumina em outras espécies quimicas, a
fim de garantir a atividade fotodindmica para cada combinagdo de luz e FS realizada. O
fotobranqueameto do xarope de curcumina natural apresentado na Figura 21.a mostra o

comportamento da absorcéo do xarope (440 nm) normalizado como uma exponencial decrescente
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Figura 19 — Curva de distribuigdo de limiar de dose (g(Dth) - derivada) e fragado
de morte celular bacteriana (f(Dth) - pontos) totalizando 3 sessoes de
TFDA para S. pyogenes, com diferentes doses de luz aplicadas a 450
nm e subconcentragdo do xarope de curcumina (0,75 mg/ml). Cada
grafico representa a resposta bacteriana em cada sesséo de 1 a 3

Dose (J/cm?)

Figura 20 — a) Valores dos limiares de dose e da dose limiar média ao longos das 3
sessbes de TFDA em S. pyogenes. b) Sobreposicao de todas as curvas
de mortalidade celular de S. pyogenes em muiltiplas sessdes de TFDA.
Ambos com subdose do xarope de curcumina (0,75 mg/ml).
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no tempo, cuja taxa de decaimento de 0, 09 + O, 02min""'e o tempo de meia vida corresponde a
7 = 1 minutos. A normalizagao foi realizada pela divisdo do pico da absorbancia de cada tempo
de irradiagdo (A440) pela absorbancia sem luz (A0). A Figura 21.b evidéncia o deslocamento do
pico de absorgao para a esquerda devido a solvatagao da agua presente na base do xarope, de
modo que a contribuigdo do pico do curcumindide mais hidrofébico se torne menos evidente no

espectro. 66 Apesar de apds a primeira dose haver um decaimento de aproximadamente 40%, as

doses restantes seguem com uma degradacdo menos acentuada ao longo do tempo. Dessa
forma, uma porcentagem de moléculas permanecem disponiveis para atividade fotodindmica,
uma vez que a concentragdo escolhida foi de 2,25 mg/ml.

1,0 y=0,55*exp(-x/10)+ 0,44 7

0,8

0,6|

Aasa0/Ao

0,4

Absorbancia normalizada

0,2 7
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Figura 21 — Fotobranqueamento do xarope de curcumina (2,25 mg/ml) por
absorbancia (440 nm) excitando no comprimento de onda 450 nm por

meio da Biotable® de 40 mW/cm2. a) Espectro de absorbancia do
xarope de curcumina (2,25 mg/ml). b)Curva de fotobranqueamento
em funcéo do tempo do xarope de curcumina (2,25 mg/ml).

Fonte: Elaborada pela autora

Com a finalidade de verificar a resposta e tolerdncia de S. pyogenes e isolado
clinico em relacdo a TFDA, foi estabelecido um total de 10 ciclos, de tal forma a garantir

relevancia estatistica para resultados de sucessivas geragoes, a exemplo TAVARES, 67

ZHANG, 68 e AMIN.48 Como mostrado na Figura 22 foi constado auséncia de perda na
eficiéncia da TFDA com xarope de curcumina na concentragdo de 2,25 mg/ml e doses
de luzde 0 - 115, 2J/cm? para S. pyogenes durantes as 10 sessdes.

Além disso, com o intuito de verificar um cenario no qual a TFDA poderia
promover resisténcia ou tolerdncia ao tratamento aplicado, optou-se pelo emprego de
subdoses e superdo-sagem de FS e luz, respectivamente. Por essa razdo, a Dth ao
longo das sessodes foram elevadas, de tal modo que dificilmente seriam empregadas em
situagdes clinicas, uma vez que nao se trabalharia com subdose de FS e luz.

Apos cada ciclo da TFDA, as col6nias foram coletadas e utilizadas como inéculo do préximo

ciclo, onde antes de cada sessdo e em cada experimento a densidade 6ptica da suspenséo
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bacteriana foi verificada para que ndo houvesse influéncia nos resultados de inativagdo. A fungao
logistica (Equagao 3.1) foi escolhida para descrever a fragdo de morte celular (f(dth)) em todas as

sessOes (Figura 22) pois, dentre as fungdes comumente usadas para modelar crescimento e morte

populacional, 69 foi a que melhor se ajustou aos dados com o menor valor de X2

Para cada sessdo, os parametros da fungdo logistica foram distintos, visto que a
cinética de mortalidade teve pequenas variagdes, mas quando os dados foram sobrepostos
(Figura 23.a) a variagao para cada dose aplicada foi de até +8, 7%, o que implica em nao
haver diferenca estatistica entre os ciclos de TFDA. Essa andlise reflete na dose limiar de
cada sessao (Figura 23.b), que estatisticamente ndo ha diferenga ao longo dos ciclos, ou
seja, a minima dose necessaria para eliminar metade da populagéo bacteriana permanece

constante, sendo o limiar de dose médio de 70, 2J/cm? para todas as sessdes.

Geralmente, a aplicagdo da TFDA na clinica consiste em uma unica sessdo ou em um
tratamento de curto periodo, diferente dos antibiéticos que precisam de periodos continuos de
média a longa duracdo. Apesar de ser uma vantagem da TFDA, é valido ressaltar que em
situagdes de subdose nao ha a eliminacao de todas as bactérias, pois a concentragao do FS ou
a dose de luz sdo insuficientes para que uma quantidade expressiva de EROS seja formada.
Nesta situagdo, estes microrganismos formardo uma nova geracdo de células sobreviventes a

um estresse oxidativo, que € o mecanismo de agao para a morte celular promovido pela TFDA.

70Portanto, mais do que prezar pela eficiéncia deve-se atentar em criar protocolos nos quais
a subdose nao ocorra, pois a exemplo dos antibidticos, estes casos estdo associados ao

processo de selegao artificial para microrganismos resistentes. 16, 65

Além das concentragbes aplicadas, a taxa disponivel de EROS para os alvos celulares
é dependente da localizagdo do FS. Quanto mais internalizado maiores os danos provocados,
diferentemente de quando o FS fica localizado no exterior porque havera poucos alvos

celulares, diminuindo os danos provocados semelhante a condi¢cdo de TFDA. 70 No caso da

curcumina, como discutido no Capitulo 2, tem-se uma tendéncia em se localizar na
membrana celular da bactéria, ou seja uma regido intermediaria entre interior e exterior.

O ambiente oxidativo ndo é incomum para células, incluindo as bacterianas, visto que as
atividades respiratéria e metabdlica de microrganismos aerdbicos geram como subprodutos
EROS. Assim sendo, exitem diversos mecanismos moleculares e celulares que eliminam esses
subprodutos naturais antes que intoxiquem a bactéria, como é o caso das enzimas catalisadoras.

2 Contudo, o mecanismo de produgdo de EROS através da TFDA sobrecarrega a defesa celular
desencadeando um estresse oxidativo por toda a célula, uma vez que a indugdo de genes ativados
pelas EROS para sintese de enzimas redutoras demoram alguns minutos. Por essa razéo, tem se
discutido atualmente a veracidade da nao resisténcia de microrganismos a TFDA quando

exposto a multiplas sessdes, dado que existem mecanismos moleculares intrinsecos

para defesa ao estresse oxidativo . 70

Todavia, o oxigénio singleto produzido pelo mecanismo tipo 2 da TFDA geralmente é
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Figura 22 — Curva de distribuigao de limiar de dose (g(Dth) - derivada) e fragdo de morte
celular de S. pyogenes (f(Dth) - pontos) totalizando 10 sessdes de TFDA
com diferentes doses de luz aplicadas em 450 nm com xarope de curcumina
a 2,25 mg/ml. Cada grafico representa a resposta bacteriana em cada
sessado de 1 a 10, identificados na devida ordem no respectivo grafico.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 23 — a)Sobreposigado de todas as curvas de mortalidade celular de S. pyogenes
em multiplas sessbdes de TFDA com FS de 2,25 mg/ml. b) Valores dos limiar
de dose e a média ao longos das 10 sessbes de TFDA em S. pyogenes.
Fonte: Elaborada pela autora.

a EROs de maior interesse, uma vez que além de ser mais reativo, ndo ha nenhum
mecanismo molecular e celular descrito até o momento na literatura sobre a inativagdo dos
efeitos provocados por esta molécula. 70 De fato, a vantagem ainda prevalece pelo modo de
acao ser inespecifico, sem alvos determinados, diferente dos antibidticos que possuem o

mecanismo de agdo especifico geralmente descrito pelo modelo chave fechadura. 25 Além
disso, ndo ha informacgdes na literatura que descrevam casos em que a sintese das enzimas

tenha sido suficiente para controlar o estresse oxidativo provocado pela TFDA. 4

Para garantir que os efeitos observados sdo decorrentes da TFDA, grupos controles
de FS e luz foram realizados em cada sesséo e seus resultados foram plotados em boxplot,
de modo que todos os valores coletados dos controles estivessem compreendidos nos
retangulos incluindo o controle (apenas bactéria sem luz e sem FS) e separados por cada
ciclo. Por meio da analise estatistica Anova 2 way (p < 0, 05), ndo houve diferenga na
resposta de mortalidade induzida pela luz fracionada entre as 10 sessbes, ou seja, a
resposta bacteriana devido a luz permanece igual em mdultiplas sessbdes, mostrados na
Figura 24.a. Todavia, comparando cada dose individual, independente do numero de
sessoes, houve diferenga quando comparado os valores de dose (grupo luz) com a
auséncia de luz (grupo controle), pois, os tratamentos com apenas luz forneceram redugao
de no maximo 9%, que pode estar associado com porfirinas enddgenas livres que absorve

na regiao da luz azul, como relatados por AMIN. 48 Contudo, essa redugdo é inferior a
1log10(U F C/ml), de modo que a contribui¢do no resultado da TFDA seja desprezivel.
Os tratamentos com apenas FS apresentados na Figura 24.b reduzem no méaximo 0,4

log10(U F C/ml) as bactérias presentes, ou seja, a concentragéo de 2,25 mg/ml do xarope de

curcumina estatisticamente (Anova 1 way p < 0, 05) ndo possui a¢ao bactericida entre os 10
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Figura 24 — Boxplot dos grupos controles das multiplas sessdes de TFDA em S. pyogenes.a)
Controle das doses de luz fracionada em 450 nm. b) Controle do FS na concen-
tragéo de 2,25mg/ml. Cada caixa corresponde a todos os dados (N) dos grupos
tratados, onde no controle da luz inclui todas as doses aplicadas e no controle do
FS a concentragéo de 2,25 mg/ml, na respectiva sessao.

Fonte: Elaborada pela autora.

ciclos.

O mesmo experimento com multiplas sessdes foi realizado com a cultura de
microrganis-mos isolados de pacientes com faringotonsilites. Esse inéculo contém de 3 a
5 espécies, visto ter caracteristicas morfolégicas distintas, embora ndo tenham sido
identificadas. A Figura 25 mostra o comportamento sigmoide da fragdo de morte celular
(f(dth)) e a curva de distribui¢cdo de dose (g(dth)) ao longo de 10 ciclos de TFDA. O perfil
de redugéao bacteriana n&o teve variagdes significativas a cada tratamento.

A Figura 26.a mostra a sobreposi¢do de todos os ciclos, evidenciando a variagdo de no
maximo +15% da resposta a terapia (f(Dth)), sendo principalmente nas doses mais elevadas.
Contudo, a diferenca entre as sessdes nado foram estatisticamente significativas uma vez que a
minima dose necessaria para atingir 50% da morte celular (Dth) ndo teve grandes variagdes
sendo a média de 71, 7J/cm?, apresentado na Figura 26.b. Tanto a margem de diferenca do
f(Dth) quanto do Dth sdo maiores quando comparadas ao resultado do S. pyogenes, pois o

isolado clinico possui a proteg¢éo da interagdo entre os microrganismos, de modo que a dindmica

. . . 72
aos estimulos externos sejam diferentes comparados a uma cultura pura.

Com a finalidade de garantir que a acéo isolada da luz ou do FS n&o tenham atividades
bactericidas, foram realizados os grupos controles em cada sesséo e seus resultados foram plota-dos
em boxplot. Cada caixa corresponde ao Log1oU F C/ml para cada tratamento sendo doses de luz ou

FS, mas todos incluem o valor do controle (bactéria + PBS), para auxiliar a visualizagéo da variagéo

de cada tratamento. A Figura 27.a mostra o controle da luz fracionada para o isolado clinico, no qual
houve diferenga significativa entre as doses de 96 e 115, 2J/cm? com a auséncia de luz. Contudo, a

resposta bacteriana devido a luz permanece igual em multiplas sessées. Os tra-
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Figura 25 — Curva de distribuigao de limiar de dose (g(Dth) - derivada) e fragdo de morte
celular de isolado clinico (f(Dth) - pontos) totalizando 10 sesstes de TFDA
com diferentes doses de luz aplicada, em 450 nm com xarope de curcumina
a 2,25 mg/ml. Cada gréfico representa a resposta bacteriana em cada
sessao de 1 a 10, identificados na devida ordem no respectivo grafico.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 26 — a) Sobreposi¢do de todas as curvas de mortalidade celular de isolado clinico
em multiplas sessbées de TFDA com FS de 2,25 mg/ml. b) Valores dos limiar
de dose e a média ao longos das 10 sessdes de TFDA em isolado clinico.
Fonte: Elaborada pela autora.

tamentos com apenas FSs apresentados na Figura 27.b reduzem no maximo 0, 5/og10(U F

C/ml), ou seja, a concentragdo de 2,25 mg/ml do xarope de curcumina estatisticamente nédo
possui agao bactericida entres os 10 ciclos (Anova 1 way p <0, 05).
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Figura 27 — Boxplot dos grupos controles das multiplas sessdes de TFDA em isolado clinico.
a) Controle das doses de luz fracionada em 450 nm. b) Controle do FS
de 2,25mg/ml. Cada caixa corresponde a todos os dados (N) dos grupos
tratados, onde no controle da luz inclui todas as doses aplicadas e no
controle do FS a concentragéo de 2,25 mg/ml, na respectiva sesséo.

Fonte: Elaborada pela autora.

Sessdes

(a) text

As andlises estatistica realizadas até aqui utilizando ANOVA, consistiu em comparar a
variagdo da média de Dth obtidas em cada tratamento. Desse modo, como nao houve diferenca
estatistica, conclui-se que o valor de Dth é semelhante dentro de 10 sessbes de TFDA. Esse

resultado é consistente com a literatura, no qual alguns autores investigaram a eficiéncia da
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TFDA ao longo de sessdes para diferentes espécies de bactéria e ndo visualizaram
diminuigao da reposta de mortalidade, como mostrado na Tabela 2.

Tabela 2 - Multiplas sessbes de TFDA da literatura para diferentes
microrganismos que nao apresentaram perda da eficiéncia. * O estudo
foi composto por diferentes doses de luz e FS.

Microrganismo | Sessdes | Fotossensibilizador Luz Ref.
Acinetobacter 10 i dogé 415 nm 68
baumannii portifinas endogenas | 55 g yem?
I . . 670 nm 63
Escherichia coli 11 azul de metileno 20,6 Jem>
I . Tri-Py*-Me-PF luz branca | 67
Escherichia coli 10 (5 M) 6 J/cm?
Enterococeus azul de metileno; 660 nm 65
. 10 azul de toluidina; 665 nm
faecalis . oy
indocianina verde 810 nm
Pseudomonas 10 i doad 415 nm 48
aeruginosa poTiinnas endogenas | 4 y/em?
Staphylococcus Tetra-PyC-M luz branca 73
10 2
aureus(MRSA) (5 uM) 14,4 J/cm
Staphylococcus 95 azul de metileno 670 nm 63
aureus (MRSA) . 20,6 J/icm?
Vibrio 10 Tri-Py"-Me-PF luz branca 67
fischeri (5 uM) 6 J/icm?

Fonte: Elaborada pela autora.

Uma outra analise foi feita com o intuito de quantificar a associagéo entre o valor do limiar de
dose com o numero de sessbes aplicadas. Para isso, foi utilizado o coeficiente de correlagdo de
Person (R), o qual avalia a relagao linear entre as variaveis, ou seja, se a mudanga de uma esta

relacionada proporcionalmente com a outra. 4 O grau de relagdo é dito inexistente quando o

coeficiente esta entre 0,10 a 0,29, fraco para R entre 0,30 a 0,49, moderado para 0,5 a 0,69 e alto
entre 0,7 a 1. O sinal indica se a correlagéo ¢ positiva (+) quando ambas aumentam ou negativa (-)

quando uma das variaveis diminui enquanto que a outra aumenta. 75

A Tabela 3 mostra a evolugao da correlagdo conforme o aumento do nimero de sessoes,
com a classificacdo realgado por cor. E valido destacar que poucos pares podem resultar em
uma conclusado de correlagao errénea, por exemplo, considerando apenas duas sessbes tanto
para S. pyogenes e isolado clinico apresentaram correlagéo perfeita, o que ndo representa um
cenario real. A partir de um N significativo de pares de variaveis (niumero de sessoes, limiar de
dose) temos correlagdo moderada a alta. Para S. pyogenes apés 10 sessdes obteve-se R= 0,71,
que corresponde a uma alta correlagdo positiva, ou seja, a medida em que se aumenta o nimero

de sessbes pode-se aumentar moderadamente o valor de Dth porque ha uma variancia
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compartilhada entre as variaveis. Opostamente, o isolado clinico ap6és 10 sessdes obteve
R= -0,67, que corresponde a uma correlagédo negativa moderada, em outras palavras a
medida em que se aumenta 0 numero de sessdes, o valor de Dth pode decrescer levemente.
Contudo, para ambos os caso um modelo linear ndo seria indicado para predizer o limiar de
dose para uma determinada sessao, uma ver que o coeficiente de determinagao para ambos

foi de R%= 0,5, considerando as 10 sessdes e seus respectivos Dth.

Tabela 3 — Evolugdo do coeficiente de Pearson em multiplas sesstes de TFDA.
Grau de cor-relagéo indicado por cor, vermelho: inexistente; laranja:
fraca; amarelo: moderado e verde: alta.

N° de
SesSBeS S. pyogenes| Isolado clinico

2

3 -0,62

4 0,10 0,03
5 0,35 -0,60
6 0,70 -0,78
7 0,83 -0,60
8 0,50 -0,76
9 0,60 -0,73
10 0,71 -0,67

Fonte: Elaborada pela autora.

A heterogeneidade da populagdo bacteriana pode ser obtida por meio da largura a
meia altura da curva de distribuicdo de dose. Esse paradmetro é comumente descrito como
FWHM (Full Width at Half Maximum). Para uma cultura pura como a de S. pyogenes, a
heterogeneidade pode estar relacionada com a diferengca metabdlica de cada célula
bacteriana e, consequentemente, a resposta aos estimulos externos. Apesar de uma cultura
bacteriana pura conter varias células clones, a alta taxa de replicagédo faz com que pequenas

variagdes genéticas sejam recorrentes e resultem em grupos de clones distintos. 76 No caso
da cultura bacteriana mista, como o isolado clinico, além destas caracteristicas, a
heterogeneidade descreve principalmente a diversidade das espécies presentes, que
relaciona diretamente com as diferengas entre cada células presentes na cultura.

Como resultado, a Figura 28.a apresenta os valores de FWHM para S. pyogenes e a Figura
28.b para isolado clinico. A correlagdo de Pearson para S. pyogenes entre a FWHM e os ciclos de
TFDA foi de R= 0,16, o que implica na auséncia de correlacédo entre eles. Enquanto o isolado clinico
tem R=-0,53, o qual indica uma correlacdo negativa moderada, ou seja, a medida em que aumenta o
numero de sessdes ha uma tendéncia moderada em diminuir a heterogeneidade da populagéo, reduz

a diversidade de espécies na cultura microbiana, fato observado visualmente.

Uma cultura de multiespécies bacterianas possui caracteristicas e comportamentos dis-
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Figura 28 — Valores de FWHM para cada curva de distribui¢do de dose com as
respectivas sessdes. a) S. pyogenes. b) Isolado Clinico.
Fonte: Elaborada pela autora.

tintos de uma cultura pura, além de ser um cendrio mais realistico, uma vez que as bactérias se
encontram em comunidade com outros microrganismos na natureza. A interagcao entre as espécies

é dependente do ambiente como espago e nutrientes disponiveis, por conseguinte influenciara na
relagédo de cooperacado ou competigdo. 2 A percepcdo do ambiente é dado através do quorum
sensing da bactéria, que consiste na liberacdo de moléculas indutoras para, por exemplo, a
movimentagado bacteriana e formagéo de biofilme tanto em uma cultura mista ou pura. 77 Em uma
situagdo competitiva, ha a liberagdo de substancias toxicas no meio com o objetivo de diminuir a
diversidade de espécies, contudo, as cepas resistentes podem auxiliar a sobrevivéncia das bactérias
sensiveis, dependendo do tempo de exposicdo a toxina. Sob o mesmo ponto de vista, a relagéo
cooperativa promove o auxilio entres as células bacterianas, por exemplo, troca

de plasmideos via conjugagao possibilitando a obtencdo de genes que codificam a resisténcia a

antibidticos, degradacao de metabolitos toxicos e estimulo para taxa de crescimento. 8

Possivelmente, a diferenga do comportamento dos pardmetros da distribuicdo de
dose entre a cultura pura de S. pyogenes comparada com a multiespécie de isolado clinico
esta associada com as respostas individuais das células bacterianas que afetam as demais
presentes no meio, fornecendo cooperagdo para os ambientes de estresse como o

oxidativo, principalmente devido a variabilidade génica e metabdlica presente no meio. "

A razéo entre os parametros FWHM e Dth apresenta uma correlacdo moderada com o
numero de sessdes aplicadas em S. pyogenes com valor R =-0,544, diferentemente do isolado clinico
com R= -0,061, a qual ha auséncia de correlagdo segundo a interpretacdo de significancia destes

coeficientes por DANCEY. 75 Além disso, o comportamento dos dados ao longo da sesséo para S.
pyogenes apresentado na Figura 29.a possui uma pequena tendéncia de decrescer ao longo das
sessdes (R2 = 0, 296), ressaltado pela reta. Contudo, no isolado clinico a razdo permanece

aproximadamente constante (R2 =0, 004) ao longo das sessbes como mostrado na Figura 29.b,
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ou seja, quando a heterogeneidade da populagao € menor, ha uma diminuigéo do
limiar de dose, visto ser uma razao diretamente proporcional.
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Figura 29 — Resposta da interacdo dos parédmetros de heterogeneidade da
populagdo e de dose limiar ao longo das 10 sessdes de TFDA. a) S.
pyogenes. b) isolado clinico. Fonte: Elaborada pela autora.

Em suma, os pardmetros sofreram pequenas variacdes que estatisticamente
sdo insig-nificantes, de modo que a TFDA pode ser utilizada como multiplas sessdes
sem perda na efetividade.
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3.5 Conclusao

Para que um protocolo de TFDA possa ser empregado é necessario ir além de
apenas verificar a porcentagem de mortalidade, mas deve também compreender como
as variaveis se comportam, principalmente em caso de multiplas sessbées. O uso da
distribuicdo de dose limiar permite analisar parametros como heterogeneidade da
populagcao, taxa de morte e minima dose necessaria para eliminar ao menos 50% das
células bacterianas, além de estudar sua dindmica ao longo dos ciclos de TFDA, pois
estes sao fatores que influenciam ou descrevem a resposta do tratamento.

Com o uso do xarope de curcumina na concentragéo de 2,25 mg/ml e luz no comprimento de
onda de 450 nm aplicada em S. pyogenes e isolado clinico obteve-se um limiar de dose para 10
sessbes de TFDA de 70, 2J/cm? e 7, 7d/cm?, respectivamente. O perfil de reducédo bacteriana
permaneceu similar ao longo dos ciclos para ambas culturas, validando a ndo tolerancia ao
mecanismo de acdo do tratamento, que se manteve eficaz nestas dosagens. Além disso, foi
verificado que a concentragédo de 0,75 mg/ml de xarope de curcumina nao permitiu atingir valores de
fracdo de morte proximo a 100%, no qual, nesta situagado a terapia seria ineficiente.

De modo geral, a bactéria S. pyogenes e o isolado clinico apresentaram resultados
similares, apesar do isolado clinico ser levemente mais tolerante uma vez que a dindmica de
comunidade permite melhores estratégias de protecdo a agentes externos. Ademais, existe uma

tendéncia ao longo das sessdes em diminuir a heterogeneidade da populagdo de isolado clinico.
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4 RESPOSTA DAS BACTERIAS SOBREVIVENTES A MULTIPLAS SESSOES
DE TERAPIA FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA

4.1 Contextualizagcao

Os microrganismos remanescentes ao tratamento de infecgdes é de grande preocupagao
atualmente, considerando que estes podem proliferar e dificultar a recuperagdo de um paciente.
Existem poucos trabalhos na literatura que investigam as respostas das bactérias sobreviventes
a TFDA, principalmente quando sdo submetidas a mdltiplas sessées do tratamento. E importante
considerar que ainda nao é claro se essas colbnias remanescentes podem trazer efeitos
benéficos ou maléficos relacionados a patogenicidade microbiana.

Sabe-se que a agao da TFDA pode gerar a morte celular bacteriana, mas também pode
afetar alguns fatores de viruléncia, como toxinas, proteases, B-hemolisina, proteinas e lipopolis-
sacarideo, os quais s&o principalmente localizados externamente ou excretados. A eliminagéo destes
fatores diminui a agressividade de uma infeccdo ou mesmo dos sintomas, visto que algumas

enterotoxinas podem ainda estar presentes no paciente mesmo depois da eliminagéo dos focos de

22

infeccéao. Além disso, exite outras caracteristicas que devem ser analisadas como seu

metabolismo, atividade em conjunto com antibiéticos e demais caracteristicas fenotipicas.
4.2 Objetivo

O objetivo deste capitulo consiste em analisar se as multiplas sessées de TFDA afetam
al-gumas caracteristicas bacterianas, tais como efetividade dos antibidticos, metabolismo,

aderéncia de biofilme e caracteristicas fenotipicas em geragdes sobreviventes a TFDA.

4.3 Metodologia

4.3.1 Preparo do Microrganismo

O microrganismo S. pyogenes utilizado neste capitulo foi preparado conforme descrito

em 2.3.1. As bactérias de multiplas sess6es foram obtidas a partir do estoque descrito em 3.3.4.

4.3.2 Incorporagéo do Xarope de Curcumina

As bactérias de sessdo zero (nunca submetidas a TFDA), submetidas a 1 sesséo

(S1), a 5 sessdes (S5) e a 10 sessdes (S10) foram sujeitas ao protocolo descrito em 2.3.3

4.3.3 Antibiograma Pelo Método Kirby-Bauer

Apds a padronizagdo do indéculo, 100 ul foram plaqueados em placas de Petri com
auxilio da alga de Drigalski. Sobre a superficie do agar foram colocados os discos de difusdo de

amoxicilina (10ug), azitromicina (15ug), ciprofloxacina (5ug) e estreptomicina (10ug) da
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Sensidisc®. As placas de Petri foram incubadas a 37 “C durante 24 horas para posterior

realizagdo de medidas do tamanho do halo de inibigado utilizando um paquimetro.

4.3.4 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

O inéculo foi cultivado em meio agar e incubado a 37 °C por 24 horas, a fim de coletar as
colénias para analise no equipamento de no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR,
em inglés) por Reflexdo Total Atenuada (ATR, em inglés) da Agilent Cary 630 FTIR
Spectrometer®. A colbnia bacteriana foi distribuida uniformemente sobre a superficie do cristal. A
amostra seca foi escaneada 250 vezes e o resultado foi a média das medidas. O espectro de
FTIR foi medido no intervalo de 4000 a 650 cm '. As medidas foram realizadas em trés amostras
diferentes. O espectro resultante das bactérias foi submetido a normalizagéao pelo pico em 3280

1 9

cm ', e posteriormente ao célculo da primeira e segunda derivada. 7

4.3.5 Adesao de Biofilme

Os in6culos de S. pyogenes S0, S1, S5 e S10 foram transferidos para cubetas de plastico
contendo meio BHI. Posteriormente, foram incubados durante 48 horas a 37 °C e 100 rpm. Um grupo
controle foi usado contendo apenas meio BHI. Apds a formacéo do biofiime na cubeta, as células
plancténicas foram descartadas e adicionou-se etanol 95% durante 5 minutos. Em seguida, foi
adicionada a solugéo cristal violeta 0,2% (CV) por 10 minutos. Apds esse tempo, o CV foi removido e
a células lavadas duas vezes com PBS. As células aderidas foram ressuspendidas
em acido acético 33% para leitura da absorbancia em 570 nm no espectrémetro
Cary UV-Vis50, Varian. 80, 81

4.3.6 Analise Estatistica

Os experimentos foram realizadas em triplicatas. O desvio padrao é
apresentado como barra de erros. Para verificar a distribuicdo normal dos dados foi
aplicado o teste de Shapiro-Wilk. Os resultados foram avaliados pelo teste t student.
Um valor de p <0, 05 foi considerado significativo.

4.4 Resultados e Discussao

Como mostrado no Capitulo 3, a TFDA n&o seleciona nem aumenta a tolerancia
bac-teriana. Contudo, as células sobreviventes podem ter outros elementos alterados,
tais como permeabilidade de membrana, metabolismo, taxa de crescimento, entre
outros, que podem afetar o processo de infeccao. Por isso, em situagdes de sub TFDA,
quando a concentragdo de FS ou dose de luz nao eliminam todas as bactérias, &
necessario analisar o impacto do tratamento das bactérias sobreviventes.
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4.4 1 Sensibilidade a Antibitticos

Embora tenha muitos relatos promissores na literatura sobre a eliminagdo de diversas
bactérias por TFDA, independente de serem multirresistentes a antibidticos, a técnica permanece
como um tratamento alternativo. Para que a TFDA seja aprovada, uma etapa fundamental no estudo
clinico € a administragdo conjunta do antibiético com a TFDA. Por esta razdo, foi analisada a
influéncia da agéo do antibiético apds a bactéria ter sido submetida a sessées de TFDA, analisando o
didmetro de inativagdo bacteriana pelo método de sensibilidade aos antibiéticos amoxicilina (AMO
10u9), azitromicina (AZl 15ug), ciprofloxacina (CIP 5ug) e estreptomicina (EST 10ug). A escolha dos
antibidticos foi feita para ter um representante de cada classe, uma vez que apresentam mecanismos

de inibigao distintos, conforme apresentados na Tabela 4.

82 83

Tabela 4 — Classificagdo dos antibiéticos segundo UFG = e LABORCLIN

Antibidtico Classe Diametro (mm) Mecanismo de inibicao
Res Int Sen
Amoxicilina B-lactdmico - - > 24 sintese parede celular
Azitromicina Macrolideo 613 | 14-17 | > 18 | proteina ribossomal 50 s
Ciprofloxacina Quinolona 613 | 14-16 | > 17 | topoisomerase bacteriana
Estreptomicina | Aminiglicosideo | 6 16 | 17- 20 [ > 21 | proteina ribossomal 30 s

Fonte: Elaborada pela autora.

A Figura 30 mostra o resultado do halo de inibicdo em S. pyogenes sem TFDA (S0) e
em sobreviventes a uma sessdo (S1), cinco sessdes (S5) e dez sessdes (S10) de TFDA.
Conforme apresentado, a amoxicilina apresentou diametro inferior ao esperado para todos
os grupos tratados, uma vez que essa bactéria € comumente sensivel a classe B-lactamico.
Esse resultado pode ser em decorréncia do meio agar utilizado, uma vez que pode ter
dificultado a difusdo do antibidtico. Tanto a azitromicina quanto a ciprofloxacina mantiveram
o didmetro de inibi¢do acima do minimo sensivel, ou seja, em todas as sessdes o antibidtico
permaneceu eficiente na inibigdo microbiana. No caso da estreptomicina, o halo obtido
esteve na faixa de bactérias intermediarias, ou seja, foram necessarias doses maiores de
antibiético para um resultado mais efetivo com excegéo da S5 que apresentou o halo médio
caracteristico de resistente, mas estatisticamente n&o significativo.

Esse resultado demonstra que ndo ha evidéncias de contraindicacdo do uso de antibidticos
em conjunto com a TFDA, dado que ao longo das sessdes ndo houve reducédo na efetividade dos
antibidticos testados nas cepas sobreviventes, comprovado estatisticamente pela diferenca entre as
médias das sessdes, considerando p < 0, 05. Estudos anteriores foram realizados com intuito de

verificar a efetividade antimicrobiana de tratamentos combinados. Como elucidado na revisdo de
WOZNIAK,84 a maioria dos trabalhos apresenta resultados que comprovam o potencial redugdo no

tempo de tratamento tanto de TFDA como de antibidticos, quando administrado
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Figura 30 — Antibiograma por disco de difusdo de antibiéticos em bactérias sem
TFDA (SO0) e sobreviventes a uma sesséo (S1), cinco sessoes (S5) e dez
sessbes (S10) de TFDA. Os dados sao agrupados por antibiético sendo
amoxicilina (AMO 10ug), azitromicina (AZl 15ug), ciprofloxacina (CIP
5ug) e estreptomicina (EST10ug). A linhas tracejadas indicam o didmetro
minimo tabelado para classificar como sensivel (azul) e maximo didmetro
para nao ser considerado resistente (vermelho).

Fonte: Elaborada pela autora.

em conjunto, e o aumento de inativacdo bacteriana com menores indices de
desenvolvimento de resisténcia a antibiéticos. E valido ressaltar que, até o momento,
estes estudos ndo foram apresentados com a bactéria S. pyogenes.

4.4.2 Adesao Bacteriana

Cerca de 80% das infecgdes bacterianas que ocorrem no corpo humano séo
ocasionadas por biofilme, que consiste em uma comunidade séssil de microrganismos
envoltos em uma matriz polimérica. Neste modo de vida, as bactérias presentes no biofilme
apresentam transcricdo génica e taxa de crescimento distintas quando comparadas com as

células plancténicas. 85 Ja foram identificados mais de 50 fatores de viruléncia em bactérias
do grupo A (B)-hemolitico do género Streptococcus. Assim, o biofilme por ser uma forma de

vida bacteriana modula a expressao dos fatores diferente da forma de vida livre.

A proteina M é um dos principais fatores de viruléncia de S. pyogenes e o mais
conhecido na literatura. Esta relacionada com a formagao de biofilme, uma vez que auxilia

na adesao bacteriana seja na infec¢gdo de um hospedeiro ou em uma superficie inerte. 86

O experimento com CV apresentado na Figura 31, ndo relaciona a quantidade
de bactérias vivas ou mortas, mas € uma medida da biomassa aderida a superficie

(As70), uma vez que o CV liga-se as moléculas carregadas negativamente, como os
polissacarideos da matriz extracelular. Desse modo, os dados sdao normalizados pela

absorbancia da densidade celular bacteriana presente no biofilme (A600). 87

Como apresentado na Figura 31, ha uma reducao significativa da aderéncia do biofilme
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Figura 31 — Quantificagdo da adesao do biofilme por meio da absorgao do cristal
violeta em 570 nm normalizado pela densidade otica da célula
bacteriana em 600nm. indica diferenca significativa de p <0.05.
Fonte: Elaborada pela autora.

de células sobreviventes a TFDA (S5 e S10), quando comparada com as bactérias sem
tratamento. A S1 teve uma reducéo de 50,1%, a S5 de 50,6%, enquanto que a S10 de 53,7%. E
valido ressaltar que ndao é o numero de sessao que afeta a formagao de biofiime, mas a prépria
acéo da TFDA. Como relatado por POURHAJIBAGHER, ©° a TFDA reduz a atividade metabdlica

da bactéria, que indiretamente pode afetar a formacdo de biofime. Essa diminuicdo do
metabolismo pode ser decorrente do estresse oxidativo, o qual causa desde perda do potencial
de membrana até a redugdo do trifosfato de adenosina. Em suma, mesmo que nao ocorra a
eliminacéo de todas as células bacterianas em uma infecgéo, o grau de patogenicidade pode ser

reduzido. 65 Como consequéncia, o sistema imunolégico do hospedeiro pode ser mais efetivo.

4.4.3 Incorporagao do Fotossensibilizador

Como apresentado no Capitulo 2, a incorporagao do FS é influenciada pela atividade
metabdlica, além da permeabilidade da membrana celular. Visto que, a aderéncia de biofilme
pode estar relacionada com a redugdo do metabolismo bacteriano, foi investigado a
incorporagao do xarope de curcumina nas bactérias sobreviventes a multiplas sessées de TFDA.
A Figura 32 mostra que a medida em que se aumenta o numero de sessdes, ha um decaimento
da taxa de incorporagao do FS. Quando comparado com S0, que nao sofreu tratamento, ha uma
diminuigao de 30% da incorporagao do FS em S1, 44% em S5 e de 57,5% em S10. Além de
fatores metabdlicos, esse resultado pode advir do fato das col6nias sobreviventes ja possuirem
de antemao uma taxa de capturamento do FS menor, visto que a populagao pode ter pequenas
heterogeneidades. Além disso, uma menor taxa de incorporacdo pode ter influenciado o leve
aumento no limiar de dose nas ultimas sessdes testadas, apresentadas na Figura 23.b.

Apesar deste resultado, deve se salientar que a internalizacdo ndao é uma condigéo

necessaria para atividade antimicrobiana, ainda que contribua para eficacia. Embora tenha sido
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Figura 32 — Incorporagao do fotossensibilizador para bactérias sem TFDA (S0) e sobrevi-

ventes a uma sessédo (S1), cinco sessdes (S5) e dez sessdes (S10) de TFDA. ;

indicam diferenga significativa de p <0.05; 0.01,
respectivamente. Fonte: Elaborada pela autora.

pressuposta a influéncia do metabolismo na diminuigdo da taxa de incorporacgdo, ndo se descarta a
atuacgdo de bombas de efluxo. Por exemplo, a classe de FS classificada como fenotiazinicos

é considerada substrato para algumas bombas de efluxo. Independentemente deste mecanismo
bacteriano, a acdo da TFDA depende de trés componentes sendo a luz, FS e o Oz e por mais que a

bactéria possua recursos contra o FS, ela ainda precisaria barrar a luz e eliminar a presenga do

O2, para efetivar um quadro de resisténcia. 22

Haja vista, as diferengas encontradas tanto na adesao de biofilme como na taxa
de incorporacao do FS, apds serem submetidas a TFDA, constataram a necessidade de
verificar outros possiveis danos fenotipicos nas bactérias sobreviventes.

4.4.4 Espectroscopia de FTIR

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) € uma técnica
moderna, que tem sido cada vez mais empregada ao longo dos anos, para analise fenotipica de

bactérias multirresistentes a antibiéticos. 88 A radiacdo infravermelha, principalmente no intervalo

de 2, 5 a 25um, possui frequéncia compativel com os modos vibracionais das molé-culas.
Quando a frequéncia da radiagdo infravermelho coincide com a frequéncia dos modos
vibracionais, por exemplo, estiramento da ligagdo O-H, ocorre a absorgdo. A intensidade do pico
no espectro infravermelho é proporcional a variagdo do momento dipolar causada pela absorgao
desta radiagcdo pela molécula. Os diferentes angulos e forga de ligagdo entre os atomos
conferem bandas de absorgéo especificas, semelhantes a uma impressao digital, que podem ser
identificadas no espectro infravermelho e relacionadas com os grupos funcionais para a
caracterizagdo de um composto. Geralmente a apresentagcédo do eixo x € dado por nimero de

onda (cm'1), que esta relacionado com o comprimento de onda, pois, deste modo oferece uma

proporcéo grafica direta da energia absorvida. 89
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A aquisi¢do do espectro de FTIR pode ser obtido por meio da reflexao total atenuada
(ATR), no qual o contato da amostra sobre o cristal altera o padrao de reflexdo interna.
Neste caso a magnitude da atenuagédo depende das bactérias em contato com o feixe e a
penetragdo da radiagdo na amostra € limitada por uma fragdo do comprimento de onda.
Esse método é eficiente e barato, podendo ser palicado em amostras liquidas ou sdlidas.
Essa vantagem favorece o uso da técnica em comparagdo ao método de reagdo em cadeia
da polimerase (PCR), considerado padrdao ouro para estudos genotipicos, porém, de alto

custo e necessidade de sondas especificas par cada bactéria analisada. 89

Desde a década de 50, o FTIR tem sido usado na identificagdo de microrganismo,
mas o desenvolvimento dos equipamentos e softwares permitiu o avango da técnica na
caracterizagao qualitativa da composigédo bioquimica celular, assim como na diferenciagédo
das células microbia-nas com base em seus componentes. 88 Um exemplo de aplicacéo tem

sido o uso comparativo entre a mesma espécie com diferentes niveis de sensibilidade e

resisténcia a antibiéticos, visto que essas alteragdes resultam em fenoétipos distintos. %0

Os espectros de FTIR podem trazer informagdes da ligagdo quimica, interagcdes
mo-leculares, geométrica e conformagdo molecular. Os picos sdo muito sensiveis a
alteragbes do microambiente em que as moléculas se encontram. Com este intuito, foi
realizado o espectro de FTIR por ATR com a finalidade de verificar possiveis diferengas
nas biomoléculas ao longo das sessdes de TFDA, como uma alternativa as técnicas

moleculares.88 Com esta técnica, foi possi-vel analisar as biomoléculas presentes nas
bactérias sobreviventes a TFDA tais como lipideos, proteinas e carboidratos.

A andlise qualitativa baseia-se na comparacéo visual dos espectros. De modo geral, os
espectros de FTIR apresentaram diferentes intensidades em alguns picos e vales, mas ndo foram
estatisticamente significativas. A avaliagdo estatistica foi realizada considerando os valores de
intensidade dos principais picos e comparados entres os grupos. A analise com as derivadas do

espectro original favorecem uma melhor interpretacao, visto que a primeira derivada corresponde

ataxa de variagao do desenho espectral a cada passo (Figura 33.b) e a segunda
derivada evidencia a variagao dos picos e vales do espectro (Figura 33.c).

1

A regido compreendida entre 3100 a 2800 cm ' corresponde a ligagdes de

carbono, tais como CH3, CH2 e = CH. 89 Essas ligagbes estdo presentes nos acidos

graxos da membrana bacteriana. Ao analisar a regido entre 3100 a 3060 cm” !

verificam-se pequenas flutuagbes na intensidade de picos e vales, sendo a SO com
menor intensidade e S5 com a mais elevada, mas o comportamento € similar entre as
sessoOes estudadas. Isso € confirmado pela primeira e segunda derivada da regido.

A segunda regido entre 1800 a 1500 cm™ corresponde as ligagdes amidas | e amida I
presente em proteinas e peptideos. 79 Na Figura 33.a destaca-se nesta regiao os picos do intervalos

de 1600 a 1560 cm™", pois, a intensidade de SO é menor quando comparada com as demais
sessdes, que também é visivel na primeira derivada, mas S0 e S5 tem intensidades semelhantes
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Figura 33 — Espectros de FTIR para bactérias sem TFDA (S0) e sobreviventes a uma sesséo
(S1), cinco sessdes (S5) e dez sessdes (S10) de TFDA. a) Espectro de FTIR
das colbnias em triplicata. b) Primeira derivada do espectro FTIR . c¢) Segunda
derivada do espectro FTIR. Desl significa deslocamento de pico ou vale.

Fonte: Elaborada pela autora.
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em 1662 e 1556 cm™ 1. A segunda derivada desta regido mostra picos e vales majoritariamente
conservados, com pequenas diferengas na intensidade. Contudo, € valido ressaltar que entre

1640 a 1630 cm™ !, regido da amida |, a intensidade de SO é maior e mais definida enquanto a S5

tem um vale mais alargado, sem um vale em 1638 cm™1. A maior diferenca esta em 1565 cm™',
pois, as S1, S5 e S10 adquirem um pico largo que esta quase ausente em SO.

O intervalo de 1500 a 1200 cm™" corresponde a alguns modos vibracionais de lligacées

quimicas que constituem biomoléculas como proteinas, acidos graxos e transportadores de

79

fosfato. O desenho espectral nesta regido se mantem semelhante entre as sessbes

estudadas, assim como a intensidade, com exceg¢ao da S5 que apresenta diferentes intensidades
em alguns picos, sem que o desenho seja perdido, como melhor observado na Figura 33.b.
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Figura 34 — Espectros de FTIR ampliados para bactérias sem TFDA (S0) e sobreviventes a uma sesséo
(S1), cinco sessdes (S5) e dez sessdes (S10) de TFDA na regido dos polissacarideos. a)
Espectro de FTIR. b) Primeira derivada do espectro FTIR .
¢) Segunda derivada do espectro
FTIR. Fonte: Elaborada pela autora.

Por fim, a regido de 1200 a 900 em™! corresponde aos polissacarideos, carboidratos da

parede celular bacteriana. Como mostrado na Figura 33.a, o desenho espectral manteve o mesmo
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ao longo desta regido sendo que a intensidade variou em alguns picos, seguindo a sequéncia de SO <
S5 < S1 < §10, principalmente entre 1100 a 1025 em™ A primeira derivada da regido evidencia um
deslocamento do pico em 980 cm™ ' de SO e S5 comparado com S1 e S10. A maior diferenca desta
regido € apresentada através da segunda derivada no intervalo de 985 a 965 cm'1, que corresponde
ao dobramento de alcenos dissubstituidos na forma trans, apresentado na Figura

34.89

Em resumo, os resultados apresentado ndo sugerem alteragdes expressivas
nos modos vibracionais das ligagdes quimicas das biomoléculas bacterianas, com
excecao dos alcenos de carboidratos.

4.5 Conclusao

Em situagbes de sub TFDA, nem todas as colbnias sdo eliminadas e as sobreviventes
tiveram contato com os efeitos da agao da TFDA, ou seja, interagiram com o FS e dose de luz, mas o
estresse oxidativo ndo foi suficiente para sua inativagéo. O fato de haver colénias remanescentes é
devido a TFDA ser uma técnica local e ndo invasiva, entretanto uma vez que as bactérias
patogénicas podem proliferar-se e manter a infecgdo. Contudo, conforme apresentado neste capitulo
os resultados sugerem que as geragdes sobreviventes ao tratamento ndo tem suas biomoléculas
significativamente alteradas, tais como as proteinas, lipidios e transportadores de fosfato. Os
carboidratos, no entanto, apresentaram diferengas ao longo das sessdes e isto se relaciona com o
fato da aderéncia do biofilme poder diminuir conforme se aumenta o nimero de sessdes de TFDA, o

que pode ser promissor na eliminagdo de uma infecgéo.

Assim como reduzir a aderéncia do biofilme pode estar relacionada com uma
diminuicao do metabolismo celular bacteriano, a taxa de incorporacdo de moléculas,
como o FS, consequen-temente também diminuiu ao longo das sessdes analisadas.
Apesar disso, a eficiéncia da TFDA nao é totalmente comprometida, uma vez que a
incorporagao do FS ndo é essencial para a agao fotodinamica.

Além disso, foi demonstrado que a acdo antimicrobiana promovida por
antibidticos de diversas classes e alvos de acdo, ndao apresentam sua atividade
comprometida nas geragdes sobreviventes das multiplas sessées de TFDA. Desse
modo, o uso das duas técnicas pode ser utilizado alternadamente, mas estudos em
conjunto para verificagdo de sinergia ainda sdo necessarios.
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5 CONCLUSAO

Ao longo deste estudo foi utilizado a curcumina natural como FS, pois esta é
empregada em estudos de fase clinica, desenvolvido pelo grupo CEPOF para tratamento de
faringotonsilites em humanos adultos. Um grande diferencial tanto no estudo clinico, quanto
no estudo in vitro, aqui apresentados, é a formulagdo a base de agua e sacarose. Como
elucidado, esta formulagdo permite a solubilizagdo dos curcumindides, de modo a promover
maior taxa de incorporacdo do FS pelas bactérias S. mutans, S. pyogenes e isolado clinico
de faringotonsilites por meio do estimulo metabdlico.

Com base neste estudo inicial, foi padronizado a concentragdo do xarope de curcumina
a ser utilizado para ensaios de multiplas sessées de TFDA, considerando uma concentragao
abaixo da saturagao microbiana, de modo a incluir um fator de subdose ao tratamento.

O objetivo deste trabalho consistiu em estudar a possivel resisténcia microbiana em
relagdo ao tratamento empregado, ou seja, se o uso repetitivo da mesma concentragdo de FS e

dose de luz alteraria a reposta de morte celular bacteriana a cada sessdo. Como constatado,
utilizando o modelo de distribuicdo de dose limiar, a minima dose de luz necessaria para eliminar

ao menos 50% das bactérias se manteve estatisticamente constante sendo de 70, 2J/cm? e 71,

7J/cm? para S. pyogenes e isolado clinico, respectivamente, considerando o xarope de

curcumina a 2,25 mg/ml e luz no comprimento de onda de 450 nm. Em outras palavras, multiplas
sessoes de TFDA nao afetam a resposta de mortalidade bacteriana.

Apesar disso, os valores de limiar de dose tem correlagdo moderada com o numero
de sessdes. Para o isolado clinico houve uma tendéncia de diminuigdo dos valores de limiar
de dose, possivelmente em consequéncia da menor heterogeneidade populacional
apresentada. Por outro lado, o S.pyogenes apresentou uma tendéncia de limiar de dose
maior ao longo das sessOes, possivelmente relacionada com o fato de a sua taxa de
incorporagao do FS diminuir significativamente, ao decorrer do nimero de sessbes. Porém,
como a incorporagado nao € um requisito, a agao fotodinAmica atua na célula bacteriana, de
modo que a fragdo de morte permanece dentro do intervalo esperado, evidenciando a ndo
diferencga estatistica das dose limiares obtidas para cada sesséo.

Assim como houve uma diminuigdo da taxa de incorporagédo do FS, foi constatado
uma diminui¢cdo da aderéncia do biofilme das coldnias sobreviventes as multiplas sessdes de
TFDA. A formagédo de biofilme requer a ativagdo de diversas rotas metabodlicas e como
estudado no Capitulo 2, a incorporagédo do FS pode estar relacionada com o metabolismo
celular, visto que ambos foram diminuidos ao decorrer do nimero de sessdes. Assim, supde

que a TFDA diminui o metabolismo celular bacteriano.

Apesar da possivel influéncia no metabolismo, nao foi verificado alteragcao na sensibili-
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dade aos antimicrobianos convencionais de diversas classe, que atuam por diferentes via de agéo.
Uma vez que, as principais biomoléculas como lipidios, proteinas, transportadores de fosfato n&o
tiveram mudanga no estado vibracional das biomoléculas significativas. Pequenas alteragdes foram
verificada em carboidratos localizados externamente a parede celular que auxiliam na ade-réncia
bacteriana, entre outras coisas. Assim o resultado da diminuigdo da aderéncia do biofilme, também

pode ser explicado como consequéncia das alteragcdes dos carboidratos presentes.

Em conclusédo, este trabalho mostra diversas hipdteses que a TFDA atua por vias
que dificultam a possibilidade de resisténcia a TFDA, de modo que a célula sofra danos
letais irremediavelmente. Apesar disso, ressalta-se que as bactéria remanescente podem ter
parametros microbianos diferentes da populagdo originalmente tratada. Por esta razao,
deve-se sempre criar protocolo nos quais haja inativagao total, principalmente em aplicagbes
clinicas, a fim de que a TFDA posse de uma tratamento alternativo seguro.
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