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RESUMO

PINTO JUNIOR, F.F. Interagdo e internalizagdo de curcumina em culturas
bacterianas. 2019. 209p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Instituto de Fisica
de S&o Carlos, Universidade de S&o Paulo, Séo Carlos, 2019.

O presente estudo buscou o entendimento das propriedades de
diferentes curcuminas, em solucdo aquosa desde o processo de interacdo e
internalizacdo dessas moléculas em culturas bacterianas de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans, nas formas planctbénica e de
biofilmes. Curcuminas de diferentes procedéncias foram utilizadas (Natural,
Sigma e Sintetica). Medidas de absorbancia mostraram que a curcumina Natural
apresentou excelente estabilidade temporal quanto a formacdo de agregados e
particulados em solugdo aquosa. As outras curcuminas apresentaram trés fases
sucessivas que consumiram curcumina livre através da formacdo de agregados
moleculares (<70 nm) e particulados grandes (~1um.) Microscopia confocal
demonstrou a viabilidade da internalizacdo de curcumina sintética nas células
em biofimes e na forma planctbnica. Medidas da recuperacdo apoés
fotodegradacdo (FRAP) mostraram que o tempo de difusdo da curcumina pela
parede celular é da ordem de 12 segundos. Assim, identificou-se que a
incorporacdo nas células dos biofilmes é quatro vezes maior que na forma
planctdnica e que a forma agregada da curcumina € importante por sua estabilidade
a fotodegradacao em relacédo a forma livre. Ja a curcumina internalizada se encontra
na forma livre de modo que as moléculas fotodegradadas sao totalmente trocadas
para tempos préoximos de 10 segundos. Diferentes técnicas 6pticas envolvendo
medidas de absorbancia foram aprimoradas para caracterizar a preparacao e
contagem de células na forma planctbnica. Estes procedimentos levaram a um
melhor entendimento dos processos de interacdo e internalizacdo das diferentes
formas de curcumina nas bactérias. As interacdes e internalizacbes das
curcuminas se deram de forma diferente para a E. coli do que para a S. aureus e
a S. mutans. Todas as amostras de curcumina apresentaram-se eficientes nas
interacbes bacterianas, sendo as sintéticas com maior interacao.

Palavras chaves: Curcumina. Escherichia coli. Staphylococcus aureus.
Streptococcus mutans. Inativacdo Fotodinamica.






ABSTRACT

PINTO JUNIOR, F.F. Interaction and internalization of curcumin in bacterial
cultures. 2019, 209p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Instituto de Fisica de
Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, 2019.

The present study sought to understand the properties of different curcumin in aqueous
solution from the process of interaction and internalization of these molecules in
bacterial cultures of Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Streptococcus
mutans, in planktonic and biofilm forms. Curcumin of different compositions was used
(Natural, Sigma and Synthetic). Absorbance measurements showed that Natural
curcumin showed excellent temporal stability regarding the formation of aggregates
and particulates in aqueous solution. The other curcumin exhibits three successive
phases that consume free curcumin through formation of molecular aggregates (<70
nm) and large particulates (~ 1Jm.) Confocal microscopy demonstrated the viability of
internalizing synthetic curcumin in biofilm and planktonic cells. . Measures of recovery
after photodegradation (FRAP) showed that curcumin diffusion time through the cell
wall is of the order of 12 seconds. Thus, it was found that the incorporation into the
biofilm cells is four times greater than the planktonic form and that the aggregate form
of curcumin is important because of its photodegradation stability in relation to the free
form. Internalized curcumin is in the free form so that the photodegraded molecules
are completely changed for times around 10 seconds. Different optical techniques
involving absorbance measurements have been improved to characterize the
preparation and counting of planktonic cells. These procedures led to a better
understanding of the interaction and internalization processes of the different forms of
curcumin in bacteria. Curcumin interactions and internalizations were different for E.
coli than for S. aureus and S. mutans. All curcumin were efficient in bacterial
interactions, and synthetic ones with greater interaction.

Keywords: Curcumin. Escherichia coli. Staphylococcus aureus. Streptococcus
mutans. Photodynamic Inactivation.
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exponencial de crescimento da bactéria S. mutans esta nos pontos da
contagem de tempo entre 5,5 e 9 horas; Com isso, obtém-se todos os
parametros possiveis de crescimento da bactéria S. mutans utilizada,
como o numero de geragdes (n) de 1,02, o tempo de geracao (g) de
0,98 h aproximadamente 1 h, a taxa de divisdo (v) de 1,02 h e a taxa
especifica de crescimento (k) de 0,301 h™L. ........ccoooiiiiiiiiiiiiiie e, 113

Grafico 19 Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regido espectral UV-
Vis das médias das medidas de absorbancia do sobrenadante da E.
coli submetido as diluicdes do tipo S. As curvas referentes as diluicdes
seguem a equacaoa()=c,-1*+c,-a*  apresentada para
espalhamentos caracteristicos de particulas pequenas com indices de
4 de —1,7 e de -4, como descrito na subsecédo 1.4.1. Notam-se que

0S comportamentos das curvas comeg¢am a homogeneizar-se em 600
nm, a partir da curva Sz proximo a absorbancia de 1, apresentando
caracteristicas semelhantes para menores comprimentos de onda.
Observa-se que conforme a diluicdo do sobrenadante do caldo lavado
aumenta a curva de absorbancia diminui, uma caracteristica ja
esperada, ao passo que quanto maior a diluicho menor sera a
guantidade de microrganismos presentes na Solugao. ...........cccceeeene... 116

Gréfico 20-Logaritmico obtido dos respectivos espectros de absorbancia na
regido espectral UV-Vis do Grafico 19 retiradas no comprimento de
onda de 600 nm para cada curva média de absorbancia medida de
cada diluicdo S e correlacionada as médias do UFC médio / ml. E
possivel estabelecer uma relacéo direta entre a média da quadrupla
das absorbancias de cada amostra S e seu UFC médio / ml. A
linearidade apresentada entre as diluicbes S> e S7 pelas medidas das
médias das absorbancias também € observada pelas contagens das
unidades formadoras de colOnias. ............cceeviiieeiiiiiiiiiii e 117

Grafico 21- Logaritmo que estabelece a relacdo direta entre as medidas médias
das quadruplas de absorbéncia e o UFC médio / ml trabalhado com a
bactéria Escherichia coli. Para construir este grafico os dados foram
retirados dos Grafico 19 e Gréfico 20. Observa-se uma relagéo linear
entre as médias das medidas de absorbancia (Abs) em 600 nm e UFC
/ ml, estabelecendo assim uma forma indireta de contagem de células
viaveis e a medida de absorbancia para esta cepa. Assim, esse
grafico apresenta a seguinte correlacdo: So com Abs de 2,31 e UFC
médio / ml de 1,04x10'%, S1 com Abs de 1,93 e UFC médio / ml de
9,44x10%°, S2 com Abs de 1,39 e UFC médio / ml de 6,74x10%°, Sz com
Abs de 0,78 e UFC médio / ml de 2,68x10°, S4 com Abs de 0,37 e
UFC médio / ml de 1,10x10%°, Ss com Abs de 0,18 e UFC médio / ml
de 3,44x10°, Se com Abs de 0,09 e UFC médio / ml de 2,02x10° e S7
com Abs de 0,05 e UFC médio / ml de 6,07x108. ..........c..cceecvveeeernennnne. 118



Grafico 22- Logaritmo que estabelece a relacdo direta entre as medidas médias
das quadruplas de absorbancia e a contagem média das unidades
formadoras de colbnias por ml (UFC médio / ml). Para construir este
grafico os dados foram retirados dos Grafico 34 e Gréfico 35 do
Graficos das médias das absorbancias das diluicbes sequenciais do
tipo S da bactéria S. aureus. Nele, observa-se uma relagdo linear
entre as médias das medidas de Absorbancia (Abs) em 600 nm e UFC
/ ml, estabelecendo assim uma forma indireta de contagem de células
viaveis e a medida de absorbancia. Dessa forma esse grafico
apresenta a seguinte correlacao: So com Abs de 2,31 e UFC médio /
ml de 1,04x10, S1 com Abs de 1,93 e UFC médio / ml de 9,44x10%0,
S2 com Abs de 1,39 e UFC médio / ml de 6,74x10%°, Sz com Abs de
0,78 e UFC médio / ml de 2,68x10%°, S4 com Abs de 0,37 e UFC médio
/ ml de 1,10x10%°, Ss com Abs de 0,18 e UFC médio / ml de 3,44x10°,
Ss com Abs de 0,09 e UFC médio / ml de 2,02x10° e S7 com Abs de
0,05 e UFC médio / ml de 6,07X108. .......c..cooiiiiiiiiiiie e 120

Grafico 23 -Logaritmo que estabelece a relacdo direta entre as medidas médias
das quadruplas de absorbancia e a contagem média das unidades
formadoras de colbénias por ml (UFC médio / ml). Para construir este
gréfico os dados foram retirados dos Grafico 36 e Gréafico 37 do
Graficos das absorbancias das diluicdes sequenciais da bactéria S.
mutans. Nele, observa-se uma relacdo linear entre as médias das
medidas de Absorbancia (Abs) em 600 nm e UFC / ml, estabelecendo
assim uma forma indireta de contagem de células viaveis e a medida
de absorbancia. Dessa forma esse grafico apresenta a seguinte
correlacdo: So com Abs de 2,36 e UFC médio / ml de 8,43x10%°, S1
com Abs de 1,99 e UFC médio / ml de 3,43x10'°, S2 com Abs de 1,48
e UFC médio / ml de 1,22x10%°, Sz com Abs de 0,78 e UFC médio /
ml de 6,93x10°, S4 com Abs de 0,42 e UFC médio / ml de 2,19x10°,
Ss com Abs de 0,23 e UFC médio / ml de 5,55x108, Se com Abs de
0,17 e UFC médio / ml de 4,63x107 e S7 com Abs de 0,07 e UFC médio
I MEAE 3,39X107. it 121



Grafico 24- Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regido espectral UV-
Vis das médias das triplicatas biologicas das diferentes diluicbes S
referente as diferentes concentracdes do sobrenadante do caldo
bacteriano lavado da E. coli, com uma aliquota de 3 xI, em cada uma

das diluicdes S, retiradas das solucdes stock de 10 % da curcumina

Sigma preparada em solucéo de etanol, na concentracao final de 55,1
uM por microtubo de 1,5 ml. Empreende-se inicialmente deste gréfico
que todas as curvas médias apresentam o0s picos caracteristicos da
presencga da curcumina Sigma no comprimento de onda de 425 nm,
além disso, salienta-se dois diferentes regimes de curvas de
absorbancia ao considerarmos os espalhamentos para o0s
comprimentos de onda entre 600 nm e 1000 nm. Um caracteristico da
bactéria E. coli para as curvas médias So, S1 € Sz, que tem a lei de
formacgdo na equagédo A(1)=C,- 2" +C,-2*, em que Si, por exemplo,
apresenta a equagao  A(1)=2,2x10*-17*+50x10"-2* € com
espalhamentos caracteristicos de particulas pequenas e indices de 1
de —1,8 e -4. O outro regime com para as curvas médias Sz, Sa, Ss,
Se, € S7, com a lei de formacdo na equagao A(1)=C,- 1%’ +C,-1*, com
, por exemplo, Ss de equagdo A(1)=145-1°"+1,0x10°-2* com
espalhamentos que aproximam-se da curva média Sigma em PBS de
equacao A(1)=0,2015-2%* e com espalhamentos caracteristicos de

particulas pequenas e indices de 1 de —0,7 e —4. Além disso, nota-

se gque conforme as concentracdes do caldo bacteriano lavado vao
diminuindo as curvas de absorbéncia também vao, uma vez que
quanto maior for a diluicho menor sera a quantidade de
MICrorganismos Presentes N0 MEI0. ....oooeeeeeeiiee e 124

Grafico 25- Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regido espectral UV-
Vis das curvas médias transladadas em relacdo ao eixo Y obtidas do

Grafico 24. Observa-se que ao realizar o translado das curvas, no
comprimento de onda de 575,71 »m e absorbancia de 0,0323, todas as
curvas passam por este ponto especifico permitindo-se com isso
desprezar o ruido de fundo gerado a partir do comprimento de onda
de 575,71 nm para as futuras analises, por se tratar de uma regido em
que o espalhamento se deve a formacao de clusters e aglomerados
particulares como tratado no subcapitulo 1.1 Caracterizacdo Optica
das curcuminas. Além disso, tem-se que ao transladar essas curvas
h& uma inversdo do posicionamento de cada uma delas em relacédo a
originalmente tragada. Note que a curva referente as absorbancias
médias da diluicdo So que aparecia em primeiro, de cima para baixo,
no Grafico 24, agora aparece em ultimo, sendo a mais proxima da
curva de referéncia, e a curva referente as absorbancias médias da
diluicdo S7 que aparecia em ultimo, de cima para baixo, no Grafico 24,
agora estd em primeiro, ou seja, em relacéo a reta de referéncia esta
€ A MAIS AISTANTE. .....ceiieeeeeiiie e e e e e e e 127



Grafico 26- Monologaritmo resultante da analise dos picos, no comprimento de
onda de 425 nm, das curvas transladadas apresentadas no Grafico
25. Observa-se dois regimes significativos em relacdo ao
comportamento da quantidade de curcumina Sigma que interagiu com
a E. coli, durante os 5 minutos de incorporacdo no escuro e os 10
minutos seguintes de centrifugacéo, que estdo representados pelas
retas tracejadas em preto. A curva (a) mostra um regime de acentuado
de crescimento da absorbéancia relativa referente a curcumina livre no
sobrenadante a partir da diluicéo Sz e até a diluicdo S7, uma situagéo
gue ja era esperada na medida em que conforme h& uma diminuicao
significativa das quantidades de bactérias no caldo lavado devido ao
processo de diluicdo ocorre um aumento natural da concentragao de
curcumina Sigma que nao interagiu com a E. coli devido essa
diminuicdo de bactérias no caldo. A curva (b) apresenta uma pequena
variacdo da quantidade de curcumina Sigma livre no meio,
apresentada pela variagdo da absorbéancia de 0,02 até 0,04, entre as
diluigBes So e Ss. Isso ocorre devido a grande quantidade de bactérias
no meio que acabam interagindo com a curcumina Sigma, restando
entdo pouca curcumina livre no sobrenadante, fazendo com a
absorbancia pouco varie. A curva em vermelho representa o ajuste
nao linear da curva com as diluicbes de So a S7, e mostra de maneira
natural como se da o comportamento oposto da relagdo Sigma-E.coli.
Conforme a concentracéo de curcumina-bactéria diminui a quantidade
de curcumina livre no meio aumenta. E no ponto da curva de diluicdo
Sz, tem-se o0 ponto de transig&o entre os regimes da concentracao de
bactérias no meio e a disponibilidade de curcumina livre. ................... 129

Gréfico 27 -Monologaritmo construido com as informacdes do Grafico 26, para o
eixo das ordenadas obtido pela correlagdo das absorbancias relativas
no comprimento de onda de 425 NM do sobrenadante contendo
curcumina Sigma livre com a concentracdo molar do Grafico 1-b, e 0
eixo das abscissas obtido pelas informacdes dos Grafico 39, apéndice
0, e Gréfico 19 que correlacionados formaram o Gréfico 38, apéndice
0, em que se usou para fazer a leitura do caldo bacteriano de controle
do experimento sem adi¢do de curcumina e preparado pelo processo
de dilui¢cdes do tipo S. Evidenciam-se dois regimes para as diferentes
concentracfes molares de curcumina Sigma livre que estao
representados pelas linhas tracejadas em preto. A curva (a)
representa uma pequena variacdo da concentracdo molar da
curcumina livre do sobrenadante de, aproximadamente, 1,12 uM , So,

para 1,6 M, Ss3, em uma variagdo de UFC meédio / ml de 1,24 x10%
para 1,85x10° , respectivamente, de Sp para Ss. A curva (b) mostra
uma grande variacdo da concentragdo molar da curcumina Sigma
livre no sobrenadante de, aproximadamente, 1,6 M em Sz para 7,83
uM em S7, acompanhada por certa linearidade pela variagdo do UFC
médio / ml de 1,85x10° em Sz para 5,55x10’ em S7. Com isso, pode-
se afirmar que proximo ao ponto de diluicdo Sz ocorre a transi¢ao dos
diferentes regimes descritos tendo a direita de T uma pequena
variacdo da concentragcdo molar da curcumina Sigma livre que nao
interagiu com a grande concentracdo bacteriana entre 10° e 10", e a



esquerda uma maior variagdo da concentracdo de curcumina Sigma
livre que nédo interagiu com a quantidade de bactérias que variou da
ordem de 10° Para 10°. ......occuiiieeiiiiie e 132

Gréfico 28-Monologaritmo da concentracéo molar relativa das diferentes solucdes
de curcumina, Sigma, Natural e Sintética no sobrenadante do caldo
lavado da E. coli das diluicdes S pelo relativo UFC médio / ml. Este
gréafico foi obtido pela composicao da leitura e analise dos graficos:
Gréfico 27, Gréafico 43 e Gréfico 47. Comparando a interacdo das trés
curcuminas com a bactéria E. coli observamos notadamente que a
melhor interag&o que ocorreu foi a da Sigma-E.coli, uma vez que esta
apresenta a menor concentracdo molar de curcumina livre no

sobrenadante, curva 0 , dando o indicio de gue em todas as etapas
do processo de diluicbes S ocorreram interacfes significativas de
curcumina-bactéria, tendo comportamento semelhante para a
Sintética-E.coli. Ja a curcumina Natural, curvas d e b, apresentou uma
menor interagdo com a E. COli. ... 135

Grafico 29- Monologaritmo da concentragcdo molar relativa das diferentes
solugdes de curcumina, Sigma, Natural e Sintética no sobrenadante
do caldo lavado da S. aureus das diluicdes S pelo relativo UFC médio
/ ml. Este grafico foi obtido pela composi¢cdo da leitura e andlise dos
graficosGrafico 53, Gréafico 57 eGrafico 61, e que estdo,

respectivamente, nos apéndices 0, 0 e 0. Notamos pelas curvas 0 e
C, que as curcuminas Sigma e Sintética apresentaram a menor
concentracdo molar de curcumina livre no meio, comportamentos
semelhantes de interagdo e que a interagdo Sigma-S.aureus
representou a melhor interacdo curcumina-bactéria. E possivel
observar pelas curvas a e d que as transi¢cdes entre os regimes de
cada curva se da entre as diluicdes S: e Ss.E, nota-se que paras 0s
grandes UFC médios relativos, So e Si, as interagbes Sigma-
S.aureus, Natural-S. aureus e Sintética-S.aureus apresentam
comportamento semelhante. ............ccccceeiiiieiiiiiic e, 137

Gréfico 30-Monologaritmo da concentracdo molar relativa das diferentes solucées
de curcumina, Sigma, Natural e Sintética no sobrenadante do caldo
lavado da S. mutans das diluicbes S pelo relativo UFC médio / ml.
Este grafico foi obtido pela composicdo da leitura e analise dos
graficos Grafico 67, Grafico 71 e Gréfico 75, e que estdo,
respectivamente, nos apéndices 0, 0 e 0. Temos pela curva d que a
interacdo Natural-S.mutans apresentou-se durante todo o processo
das diluices S a maior variagdo na concentragcédo de curcumina livre
entre as trés. Notamos pelas curvas ¢ e b que as interagbes Sigma-
S.mutans e Sintética-S.mutans apresentaram variacdes de
concentracdo em regimes distintos e que o comportamento dessa
interagdo entre as diluicdes So e Sz ocorrem de maneira semelhante
ao regime da Natural-S.mutans. Observamos pela curva ¢ que
apresenta a menor concentracdo molar de curcumina Sigma livre no
sobrenadante, que a interacéo Sigma-S.mutans representou a melhor
interacdo curcumina-bactéria quando comparadas com as das
curcuminas Natural @ SINTELICA. ........uuvvriiiiieeiiereeiie e 139



Grafico 31-Monologaritmo da concentragcdo molar relativa das solugbes de
curcumina Sigma livre nos sobrenadantes dos diferentes caldos
lavados das bactérias E. coli, S. aureus e S. mutans das diluicbes S
pelo relativo UFC médio / ml. Nesse grafico observa-se dois regimes
distintos de interacdo curcumina-bactéria. Um com maior variacao na
concentragdo molar relativa da curcumina livre para a bactéria E. coli,

curvas 4 e D, e outro com menor variagdo na concentragdo molar
relativa de curcumina livre para as bactérias S. aureus e S. mutans,
(o U1 Y T PP 141

Gréfico 32-Monologaritmo da concentracdo molar relativa das solucbes de
curcumina Natural livre nos sobrenadantes dos diferentes caldos
lavados das bactérias E. coli, S. aureus e S. mutans das diluicbes S
pelo relativo UFC médio / ml. Neste grafico pode se observar um
comportamento ndo homogéneo da variacdo das concentracdes
molares relativas para cada uma das bactérias mas que ao todo segue
uma certa linearidade ao longo das diluicbes S, e que vao se
aproximando mostrando regimes semelhantes de comportamento
para concentracdes entre as diluicbes de So até S4, para as bactérias
E.colie S. aureus, e até Sz paraa S. mutans. .......cccccvvvvvveeveeeeeenennnnn. 142

Gréfico 33- Monologaritmo da concentracdo molar relativa das solucdes de
curcumina Sintética livre nos sobrenadantes dos diferentes caldos
lavados das bactérias E. coli, S. aureus e S. mutans das diluicdes S
pelo relativo UFC medio / Ml .........iiiiiiiiiiiiei e 143

Gréfico 34-Médias das medidas de absorbancia das amostras preparadas do
caldo bacteriano da S. aureus lavado por 3 vezes e submetido a uma
série de 7 diluicbes sequenciais de 50 % , sendo a primeira, solucdo
inicial, So ,com 100 % da amostra do caldo lavada, a segunda

1 . 1
amostra, S1 , com 5 da So, a terceira amostra, S, , com . da Sg, a
guarta amostra, Sz , com % da So, a quinta amostra, S4, com % da
So, a sexta amostra, Ss, com é da So, a sétima amostra, Sg , com é

da So, e por fim, a oitava amostra, S7, com % da So. Empreende-se

deste grafico que as curvas referentes as diluicbes seguem a equacao
A1) =C,-A™ +C, -1+ apresentada para espalhamentos caracteristicos

de particulas pequenas com indices de 1 de —1,7 e de -4 ja relatado

anteriormente para a bactéria S. aureus na subsecéo 1.4.1 Nota-se
gue o comportamento das curvas comeca a homogeneizar-se, tende
a aproximar-se, em 600 nm, a partir da curva Sz proximo a
absorbancia de 1, apresentando caracteristicas semelhantes para
menores comprimentos de onda. Observa-se também que conforme
a diluicdo do caldo lavado aumenta a curva de absorbancia diminui,
uma caracteristica ja esperada, ao passo que quanto maior a diluicao
menor sera a quantidade de microrganismos presentes na solugéo. .. 155



Grafico 35- Logaritmico obtido das respectivas absorbancias do Gréafico 19
retiradas no comprimento de onda de 600 nm para cada curva média
de absorbancia medida de cada diluicdo S e correlacionada as médias
da contagem das unidades formadoras de colonias por ml (UFC
médio / ml). Neste grafico € possivel estabelecer uma relacao direta
entre a média da quadrupla das absorbancias de cada amostra S e
seu UFC médio / ml. A linearidade apresentada entre as diluicdes S>
e S;7 pelas medidas das médias das absorbancias também é
observada pelas contagens das unidades formadoras de colbnias......156

Gréfico 36- Médias das medidas de absorbancia das amostras preparadas do
caldo bacteriano da S. mutans lavado por 3 vezes e submetido a uma
série de 7 diluicbes sequenciais de 50 % , sendo a primeira, solucao
inicial, So ,com 100 % da amostra do caldo lavada, a segunda

1 . 1
amostra, S1 , com ; da So, a terceira amostra, S»> , com 1 da So, a
guarta amostra, Sz , com % da So, a quinta amostra, S4, com % da
So, a sexta amostra, Ss, com 3—12 da Sop, a sétima amostra, Se, com 6—14

da So, e por fim, a oitava amostra, S7, com % da So. Empreende-se

deste grafico que as curvas referentes as diluicbes seguem a equacao
A1) =C,-A +C, -1 apresentada para espalhamentos caracteristicos

de particulas pequenas com indices de 1 de —1,7 e de -4 ja relatado

anteriormente para a bactéria S. mutans na subsecdo 1.4.1 Nota-se
gue o comportamento das curvas comeca a homogeneizar-se, tende
a aproximar-se, em 600 nm, a partir da curva Sz proximo a
absorbancia de 1, apresentando caracteristicas semelhantes para
menores comprimentos de onda. Observa-se também que conforme
a diluicdo do caldo lavado aumenta a curva de absorbancia diminui,
uma caracteristica ja esperada, ao passo que quanto maior a diluicdo
menor sera a quantidade de microrganismos presentes na solucao....157

Grafico 37- Logaritmico obtido das respectivas absorbancias do Grafico 19
retiradas no comprimento de onda de 600 nm para cada curva média
de absorbancia medida de cada diluicdo S e correlacionada as médias
da contagem das unidades formadoras de colonias por ml (UFC
médio / ml). Neste grafico € possivel estabelecer uma relacéo direta
entre a média da quadrupla das absorbéancias de cada amostra S e
seu UFC médio / ml. A linearidade apresentada entre as diluigbes S»
e S7 pelas medidas das meédias das absorbancias também é
observada pelas contagens das unidades formadoras de colbnias...... 158



Grafico 38- Logaritmo que estabelece a relacdo direta entre as medidas médias
das quadruplas de absorbancia e o UFC médio / ml trabalhado com a
bactéria Escherichia coli. Para construir este grafico os dados foram
retirados dos Grafico 19 e Grafico 20. Observa-se uma relacéo linear
entre as médias das medidas de absorbancia tanto em 425 nm quanto
em 600 nm e UFC / ml, estabelecendo assim uma forma indireta de
contagem de células viaveis e a medida de absorbancia para esta
cepa nestes dois comprimentos de ONda. ........coevveeevieiiiiiiiiiiiiee e 159

Grafico 39- Monologaritmo dos espectros de Absorbancia na regido espectral UV-
Vis das médias das medidas de absorbancia das triplicatas biolégicas
da E. coli submetido a uma série de 7 diluicdes sequenciais de 50 %,
sendo a primeira, solugéo inicial, Se ,com 100 % da amostra do caldo
lavado, a segunda amostra, S1 , com % da So, a terceira amostra, Sz,

com % da So, a quarta amostra, Sz, com % da So, a quinta amostra, Sa
, com % da So, a sexta amostra, Ss, com % da So, a sétima amostra,
Ss , cOM é da So, e por fim, a oitava amostra, S7, com % da So.
Empreende-se deste grafico que as curvas referentes as diluicdes
seguem a equagdoawy=c,-1'+c,-1* apresentada para
espalhamentos caracteristicos de particulas pequenas com indices de
4 de —1,7 e de -4 j4 relatado para a E. coli na subsecédo 1.4.1.

Observa-se que conforme a diluicdo do caldo lavado aumenta a curva
de absorbancia diminui, uma caracteristica ja esperada, ao passo que
guanto maior a diluicAo menor serd a quantidade de microrganismos
Presentes NA SOIUGED. .....coeeeeeeeeeeiiee e e e e e e e e enaens 160

Gréfico 40- Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regido espectral UV-
Vis das médias das triplicatas biologicas das diferentes diluicbes S
referente as diferentes concentracdes do sobrenadante do caldo
bacteriano lavado da E. coli, com uma aliquota de 3 I, em cada uma

das diluigGes S, retiradas das soluc¢des stock de 10 % da curcumina

Natural preparada em solucéo de etanol, na concentracao final de 57,4
uM por microtubo de 1,5 ml. Empreende-se que todas as curvas

meédias apresentam 0s picos caracteristicos da presenca da
curcumina Natural no comprimento de onda de 425 nm, além disso,
salienta-se dois diferentes regimes de curvas de absorbancia ao
considerarmos os espalhamentos para os comprimentos de onda
entre 600 nm e 1000 nm. Um caracteristico da bactéria E. coli para as
curvas médias So, S1 e Sy, que tem a lei de formag&o na equacao
A1) =C,-A +C,-1*, em que Si, por exemplo, apresenta a equacao
A1) =1,9x10*- 17 +5,0x107 - 2 € com espalhamentos caracteristicos de
particulas pequenas e indices de 1 de —1,7 e -4. Além disso, nota-

se que conforme as concentracdes do caldo bacteriano lavado vao
diminuindo as curvas de absorbancia também vao, uma vez que
gquanto maior for a diluigho menor sera a quantidade de
MICrorganiSmos PreSeNntes NO MEI0.......uuuuuuuurririiiiiiiiiiieiiiiiieeeieeeeeeeaaenes 161



Grafico 41- Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regiao espectral UV-
Vis das curvas médias transladadas em relacdo ao eixo y obtidas do

anexo 0. Observa-se que ao realizar o translado das curvas, no
comprimento de onda de 585,43 nm e absorbancia de 0,0693, todas as
curvas passam por este ponto especifico permitindo-se com isso
desprezar o ruido de fundo gerado a partir do comprimento de onda
de 575,71 nm para as futuras analises, por se tratar de uma regiao em
que o espalhamento se deve a formacéo de clusters e aglomerados
particulares como tratado no subcapitulo 1.1 Caracterizacdo Optica
das curcuminas. Além disso, tem-se que ao transladar essas curvas
ha uma inversao do posicionamento de cada uma delas em relacéo a
originalmente tracada. Note que a curva referente as absorbancias
médias da diluicdo So que aparecia em primeiro, de cima para baixo,
no anexo 0, agora aparece em ultimo, sendo a mais proxima da curva
de referéncia, e a curva referente as absorbancias médias da diluicéo
S7 que aparecia em ultimo, de cima para baixo, no anexo 0, agora
estd em primeiro, ou seja, em relacdo a reta de referéncia esta € a
MAUS ISTANTE.....eveiii e e e e e e e eeeaa s 162

Grafico 42- Monologaritmo resultante da andlise dos picos, ho comprimento de
onda de 425 nm, das curvas transladadas apresentadas no Grafico
41. Observa-se dois regimes significativos em relacdo ao
comportamento da quantidade de curcumina Natural que interagiu
com a E. coli, que estdo representados pelas retas tracejadas em
preto. A curva (b) mostra um regime de acentuado de crescimento da
absorbancia relativa referente a curcumina livre no sobrenadante a
partir da diluicdo Sz e até a diluicdo S7. A curva (a) apresenta uma
pequena variacdo da quantidade de curcumina Natural livre no meio,
apresentada pela variacdo da absorbéancia de 0,07 até 0,01, entre as
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Gréfico 43- Monologaritmo construido com as informacdes do Grafico 42, para o
eixo das ordenadas obtido pela correlacédo das absorbancias relativas
no comprimento de onda de 425 NM do sobrenadante contendo
curcumina Natural livre com a concentra¢cdo molar do Grafico 1-b, e o
eixo das abscissas obtido pelas informac¢des do Gréafico 38, apéndice
0. Evidenciam-se dois regimes para as diferentes concentracdes
molares de curcumina Sigma livre que estdo representados pelas
linhas tracejadas em preto. A curva (a) representa uma pequena
variagcao da concentragdo molar da curcumina livre do sobrenadante
de, aproximadamente, 0,29 uM, So, para 1,3 uM, Sz, em uma
variagdo de UFC médio / ml de 1,24x10® para 1,85x10° |,

respectivamente, de Sp para Sz. A curva (b) mostra uma grande
variagdo da concentragdo molar da curcumina Sigma livre no
sobrenadante de, aproximadamente, 1,3 xM em Sz para 6,6 uM em

S7, acompanhada por certa linearidade pela variagdo do UFC médio /
Ml de 1,85x10° €M Sz para 5,55x107 €M S7. .cccvvreriiiiiiiiee e 164



Grafico 44- Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regiao espectral UV-
Vis das médias das triplicatas bioldgicas das diferentes diluicbes S
referente as diferentes concentracdes do sobrenadante do caldo
bacteriano lavado da E. coli, com uma aliquota de 3 xl, em cada uma

das diluicdes S, retiradas das solug¢des stock de 10 % da curcumina

Natural preparada em solucéo de etanol, na concentracgéo final de 54,3
uM por microtubo de 1,5 ml. Empreende-se que todas as curvas

meédias apresentam 0s picos caracteristicos da presenca da
curcumina Sintética no comprimento de onda de 425 nm, além disso,
salienta-se dois diferentes regimes de curvas de absorbancia ao
considerarmos 0s espalhamentos para os comprimentos de onda
entre 600 nm e 1000 nm. Um caracteristico da bactéria E. coli para as
curvas médias So, S1 e Sz, que tem a lei de formacdo na equacgéo
A1) =C,-A™" +C,-A*, em que Si, por exemplo, apresenta a equagéo
A1) =1,9x10"- 17 +50x10" - 2 € com espalhamentos caracteristicos de
particulas pequenas e indices de 1 de —1,7 e -4. Além disso, nota-

se que conforme as concentracdes do caldo bacteriano lavado véao
diminuindo as curvas de absorbancia também vao, uma vez que
gquanto maior for a diluicho menor sera a quantidade de
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Gréfico 45 —Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regiao espectral UV-
Vis das curvas médias transladadas em relacdo ao eixo y obtidas do

anexo 0. Observa-se que ao realizar o translado das curvas, no
comprimento de onda de 573,13 nm e absorbéancia de 0,0235, todas as
curvas passam por este ponto especifico permitindo-se com isso
desprezar o ruido de fundo gerado a partir do comprimento de onda
de 573,13 nm para as futuras analises, por se tratar de uma regido em
gue o espalhamento se deve a formacédo de clusters e aglomerados
particulares como tratado no subcapitulo 1.1 Caracterizacdo Optica
das curcuminas. Além disso, tem-se que ao transladar essas curvas
h& uma inverséo do posicionamento de cada uma delas em relacao a
originalmente tracada. Note que a curva referente as absorbéancias
médias da diluicdo Sp que aparecia em primeiro, de cima para baixo,
no anexo 0, agora aparece em ultimo, sendo a mais proxima da curva
de referéncia, e a curva referente as absorbancias médias da diluicao
S7 que aparecia em ultimo, de cima para baixo, no anexo 0, agora
estd em primeiro, ou seja, em relacédo a reta de referéncia esta é a
MAIS ISTANTE. ...t e e e eeeeees 166



Grafico 46- Monologaritmo resultante da analise dos picos, no comprimento de
onda de 425 nm, das curvas transladadas apresentadas no Grafico
45. Observa-se dois regimes significativos em relacdo ao
comportamento da quantidade de curcumina Sintética que interagiu
com a E. coli, que estdo representados pelas retas tracejadas em
preto. A curva (b) mostra um regime de acentuado de crescimento da
absorbancia relativa referente a curcumina livre no sobrenadante a
partir da diluicdo Sz e até a diluicdo S7. A curva (b) apresenta uma
pequena variacdo da quantidade de curcumina Natural livre no meio,
apresentada pela variagdo da absorbéancia de 0,07 até 0,01, entre as
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Gréfico 47- Monologaritmo construido com as informacges do Grafico 42, para o
eixo das ordenadas obtido pela correlacdo das absorbancias relativas
no comprimento de onda de 425 NM do sobrenadante contendo
curcumina Natural livre com a concentracdo molar do Grafico 1-b, e 0
eixo das abscissas obtido pelas informacfes do Grafico 38, apéndice
0. Evidenciam-se dois regimes para as diferentes concentracdes
molares de curcumina Sigma livre que estdo representados pelas
linhas tracejadas em preto. A curva (a) representa uma pequena
variacdo da concentracdo molar da curcumina livre do sobrenadante
de, aproximadamente, 0,11 uM, So, para 0,34 uM, Ss, em uma
variagdo de UFC meédio / ml de 1,24x10® para 1,85x10° ,
respectivamente, de Sp para Sz. A curva (b) mostra uma grande
variagdo da concentracdo molar da curcumina Sigma livre no
sobrenadante de, aproximadamente, 0,34 M em Sz para 4,6 uM em

S7, acompanhada por certa linearidade pela variagdo do UFC médio /
Ml de 1,85x10° €M Sz para 5,55x107 €M S7. .ccevvreriiiiiiiiiieeeeeeeeeeiiinn 168

Grafico 48- Logaritmo que estabelece a relacéo direta entre as medidas médias
das quadruplas de absorbéncia e o UFC médio / ml trabalhado com a
bactéria Staphylococcus aureus. Para construir este grafico os dados
foram retirados dos Gréfico 35 e Gréafico 22. Observa-se uma relacéao
linear entre as médias das medidas de absorbancia tanto em 425 nm
quanto em 600 nm e UFC / ml, estabelecendo assim uma forma
indireta de contagem de células viaveis e a medida de absorbancia
para esta cepa nestes dois comprimentos de onda...............ccceevvvnnnnn. 169

Grafico 49- Monologaritmo dos espectros de Absorbancia na regiao espectral UV-
Vis das médias das medidas de absorbancia das triplicatas biol6gicas
da S. aureus submetido a uma série de 7 diluicbes sequenciais de 50
%, sendo a primeira, solugéo inicial, So ,com 100 % da amostra do
caldo lavado, a segunda amostra, S1, com % da So, a terceira amostra,

S2,com % da So, a quarta amostra, Sz, com % da So, a quinta amostra,
Ss4 , com % da So, a sexta amostra, Ss , com 1 da Sp, a sétima

32

amostra, Se , com & da So, e por fim, a oitava amostra, S7, com %

da So. Empreende-se deste grafico que as curvas referentes as
diluicdes seguem a equacdo A1) =c,-1*’ +C,-4* apresentada para
espalhamentos caracteristicos de particulas pequenas com indices de



4 de —1,7 e de -4 j4 relatado para a S. aureus na subsecao 1.4.1.

Observa-se que conforme a diluicdo do caldo lavado aumenta a curva
de absorbancia diminui, uma caracteristica ja esperada, ao passo que
guanto maior a diluicdo menor serd a quantidade de microrganismos
Presentes NA SOIUGEOD. .....coeeeeeiiiieiiiie e e e e e e e e e e e e e eenenes 170

Gréfico 50- Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regiédo espectral UV-
Vis das médias das triplicatas biolégicas das diferentes diluicbes S
referente as diferentes concentracdes do sobrenadante do caldo
bacteriano lavado da S. aureus, com uma aliquota de 3 ul, em cada

uma das diluicdes S, retiradas das solucdes stock de 10 % da

curcumina Sigma preparada em solucao de etanol, na concentracao
final de 551 M por microtubo de 1,5 ml. Empreende-se que todas as

curvas médias apresentam 0s picos caracteristicos da presenca da
curcumina Sigma no comprimento de onda de 425 nm, além disso,
salienta-se dois diferentes regimes de curvas de absorbancia ao
considerarmos os espalhamentos para os comprimentos de onda
entre 600 nm e 1000 nm. Um caracteristico da bactéria S. aureus para
as curvas medias So, S1 e Sy, que tem a lei de formagéo na equacao
A(A) =C,-A ™ +C,-2*, em que Si, por exemplo, apresenta a equagao
A1) =2,35x10% - 17 +50x10" -2 € com espalhamentos caracteristicos
de particulas pequenas e indices de 1 de —1,8 e -4. Além disso, nota-

se que conforme as concentracdes do caldo bacteriano lavado vao
diminuindo as curvas de absorbancia também vao, uma vez que
guanto maior for a diluicho menor sera a quantidade de
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Gréfico 51- Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regido espectral UV-
Vis das curvas médias transladadas em relacdo ao eixo y obtidas do

anexo 0. Observa-se que ao realizar o translado das curvas, no
comprimento de onda de 580,13 nm e absorbancia de 0,0135, todas as
curvas passam por este ponto especifico permitindo-se com isso
desprezar o ruido de fundo gerado a partir do comprimento de onda
de 580,13 nm para as futuras analises, por se tratar de uma regido em
gue o espalhamento se deve a formacéo de clusters e aglomerados
particulares como tratado no subcapitulo 1.1 Caracterizacdo 6ptica
das curcuminas. Além disso, tem-se que ao transladar essas curvas
h& uma inversédo do posicionamento de cada uma delas em relacdo a
originalmente tragada. Note que a curva referente as absorbancias
médias da diluicdo Sp que aparecia em primeiro, de cima para baixo,
no anexo 0, agora aparece em ultimo, sendo a mais proxima da curva
de referéncia, e a curva referente as absorbancias médias da diluicao
S7 que aparecia em ultimo, de cima para baixo, no anexo 0, agora
esta em primeiro, ou seja, em relacdo a reta de referéncia esta € a
MAIS ISTANTE. ....ceiieeeeeeeie e e e e e e e e e e e e e e e eeenee 172



Grafico 52- Monologaritmo resultante da analise dos picos, no comprimento de
onda de 425 nm, das curvas transladadas apresentadas no Grafico
51. Observa-se dois regimes significativos em relacdo ao
comportamento da quantidade de curcumina Sigma que interagiu com
a S.aureus, que estao representados pelas retas tracejadas em preto.
A curva (a) mostra um regime de acentuado de crescimento da
absorbancia relativa referente a curcumina livre no sobrenadante a
partir da diluicdo Sz e até a diluigdo S7. A curva (b) apresenta uma
pequena variacado da quantidade de curcumina Sigma livre no meio,
apresentada pela variacdo da absorbancia de 0,005 até 0,05, entre as
IUIGOES S0 € S3. teviiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 173

Gréfico 53- Monologaritmo construido com as informagfes do Grafico 42, para o
eixo das ordenadas obtido pela correlagéo das absorbancias relativas
no comprimento de onda de 425 NM do sobrenadante contendo
curcumina Sigma livre com a concentragdo molar do Grafico 1-b, e o
eixo das abscissas obtido pelas informac6es do Grafico 48, apéndice
0. Evidenciam-se dois regimes para as diferentes concentracdes
molares de curcumina Sigma livre que estdo representados pelas
linhas tracejadas em preto. A curva (a) representa uma pequena
variacdo da concentracdo molar da curcumina livre do sobrenadante
de, aproximadamente, 0,09 xM, So, para 09 uM, S3, em uma
variacdo de UFC médio / ml de 2 73x10® para 3,09x10° ,

respectivamente, de Sp para Sz. A curva (b) mostra uma grande
variagdo da concentracdo molar da curcumina Sigma livre no
sobrenadante de, aproximadamente, 098 xM em Sz para 2,12 uM

em S7, acompanhada por certa linearidade pela variagdo do UFC
médio / ml de 3,09x10° €M Sz para 1,07 =107 €M S7..ccceeveeevrereirrnnnnnnn. 174

Grafico 54- Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regidao espectral UV-
Vis das médias das triplicatas biologicas das diferentes diluicbes S
referente as diferentes concentracdes do sobrenadante do caldo
bacteriano lavado da S. aureus, com uma aliquota de 3 ul, em cada

uma das diluicdes S, retiradas das solucdes stock de 10 % da

curcumina Natural preparada em solucao de etanol, na concentracao
final de 551 xM por microtubo de 1,5 ml. Empreende-se que todas as

curvas médias apresentam o0s picos caracteristicos da presenca da
curcumina Natural no comprimento de onda de 425 nm, além disso,
salienta-se dois diferentes regimes de curvas de absorbancia ao
considerarmos os espalhamentos para os comprimentos de onda
entre 600 nm e 1000 nm. Um caracteristico da bactéria S. aureus para
as curvas médias So, S1 € S2, que tem a lei de formacdo na equacéo
A(Q)=C,-A™ +C,-1*, em que S, por exemplo, apresenta a equacgao
A1) =2,1x10% - 2% +5,0x107 - 2 € com espalhamentos caracteristicos de
particulas pequenas e indices de 1 de —1,8 e -4. Além disso, nota-

se que conforme as concentracdes do caldo bacteriano lavado vao
diminuindo as curvas de absorbéncia também véo, uma vez que
quanto maior for a diluicho menor serd a quantidade de
MICrorganismos Presentes N0 MEIO. ....cooeveeeeeeeeie e 175



Grafico 55- Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regiao espectral UV-
Vis das curvas médias transladadas em relacéo ao eixo y obtidas do

anexo 0. Observa-se que ao realizar o translado das curvas, no
comprimento de onda de 720,79 nm e absorbancia de 0,0273, todas as
curvas passam por este ponto especifico permitindo-se com isso
desprezar o ruido de fundo gerado a partir do comprimento de onda
de 720,79 nm para as futuras analises, por se tratar de uma regido em
gue o espalhamento se deve a formacéo de clusters e aglomerados
particulares como tratado no subcapitulo 1.1 Caracterizacdo Optica
das curcuminas. Além disso, tem-se que ao transladar essas curvas
h& uma inversao do posicionamento de cada uma delas em relacéo a
originalmente tracada. Note que a curva referente as absorbancias
médias da diluicdo Sp que aparecia em primeiro, de cima para baixo,
no anexo 0, agora aparece em ultimo, sendo a mais proxima da curva
de referéncia, e a curva referente as absorbancias médias da diluicdo
S7 que aparecia em ultimo, de cima para baixo, no anexo 0, agora
estd em primeiro, ou seja, em relacdo a reta de referéncia esta € a
MAUS QISTANTE. ....ceiieeeeeeiie e e e e e e e e e e e e e eennees 176

Grafico 56- Monologaritmo resultante da andalise dos picos, no comprimento de
onda de 425 nm, das curvas transladadas apresentadas no Grafico
51. Observa-se dois regimes significativos em relacdo ao
comportamento da quantidade de curcumina Sigma que interagiu com
a S.aureus, que estao representados pelas retas tracejadas em preto.
A curva (a) mostra um regime de acentuado de crescimento da
absorbancia relativa referente a curcumina livre no sobrenadante a
partir da diluicdo Sz e até a diluicdo S7. A curva (b) apresenta uma
pequena variacao da quantidade de curcumina Sigma livre no meio,
apresentada pela variacdo da absorbancia de 0,009 até 0,04, entre as
IUIGOES S0 € S3.uuuuuuuunniiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e annessnnnnnnnnnne 177

Gréfico 57- Monologaritmo construido com as informacdes do Gréfico 56, para o
eixo das ordenadas obtido pela correlagdo das absorbancias relativas
no comprimento de onda de 425 NM do sobrenadante contendo
curcumina Natural livre com a concentracdo molar do Gréfico 1-b, e o
eixo das abscissas obtido pelas informac6es do Grafico 48, apéndice
0. Evidenciam-se dois regimes para as diferentes concentracdes
molares de curcumina Natural livre que estdo representados pelas
linhas tracejadas em preto. A curva (@) representa uma pequena
variacdo da concentragcdo molar da curcumina livre do sobrenadante
de, aproximadamente, 0,16 xM, So, para 0,78 uM, S3, em uma
variagdo de UFC médio / ml de 2 73x10® para 3,09x10° ,

respectivamente, de Sp para Sz. A curva (b) mostra uma grande
variagdo da concentracdo molar da curcumina Natural livre no
sobrenadante de, aproximadamente, 0,78 xM em Sz para 573 uM

em Sy, acompanhada por certa linearidade pela variacdo do UFC
meédio / ml de 3,09x10° €M Sz para 1,07 =107 €M S7. eeevvveiiiieeeerennnnns 178



Grafico 58- Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regiao espectral UV-
Vis das médias das triplicatas biologicas das diferentes diluicbes S
referente as diferentes concentragcbes do sobrenadante do caldo
bacteriano lavado da S. aureus, com uma aliquota de 3 ul, em cada

uma das diluicdes S, retiradas das solucdes stock de 10 % da

curcumina Sintética preparada em solucdo de etanol, na
concentracgéo final de 551 xM por microtubo de 1,5 ml. Empreende-

se que todas as curvas médias apresentam os picos caracteristicos
da presenca da curcumina Sintética no comprimento de onda de 425
nm, além disso, salienta-se dois diferentes regimes de curvas de
absorbancia ao considerarmos os espalhamentos para o0s
comprimentos de onda entre 600 nm e 1000 nm. Um caracteristico da
bactéria S. aureus para as curvas médias So, S1 € Sz, que tem a lei de
formacéo na equagdo A1) =c,- 41" +C,-1*, €m que Si, por exemplo,
apresenta a equagdo  A(1)=2,6x10-A*+50x10"-1¢ € CcOm
espalhamentos caracteristicos de particulas pequenas e indices de 1
de —1,8 e -4. Além disso, nota-se que conforme as concentracfes do

caldo bacteriano lavado vao diminuindo as curvas de absorbancia
também vao, uma vez que quanto maior for a diluicdo menor sera a
guantidade de microrganismos presentes N0 MeI0. .........ccccevvveieeeeennn. 179

Grafico 59- Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regido espectral UV-
Vis das curvas médias transladadas em relacao ao eixo y obtidas do

anexo 0. Observa-se que ao realizar o translado das curvas, no
comprimento de onda de 585,15 nm e absorbancia de 0,0197, todas as
curvas passam por este ponto especifico permitindo-se com isso
desprezar o ruido de fundo gerado a partir do comprimento de onda
de 585,15 nm para as futuras analises, por se tratar de uma regidao em
que o espalhamento se deve a formacéo de clusters e aglomerados
particulares como tratado no subcapitulo 1.1 Caracterizacdo Optica
das curcuminas. Além disso, tem-se que ao transladar essas curvas
h& uma inversao do posicionamento de cada uma delas em relacéo a
originalmente tracada. Note que a curva referente as absorbancias
médias da diluicdo So que aparecia em primeiro, de cima para baixo,
no anexo 0, agora aparece em Ultimo, sendo a mais préxima da curva
de referéncia, e a curva referente as absorbancias médias da diluicéo
S7 que aparecia em ultimo, de cima para baixo, no anexo 0, agora
esta em primeiro, ou seja, em relacdo a reta de referéncia esta é a
MAUS ISTANTE.....eueiiii e e e e e e e e e e e eaean s 180

Grafico 60- Monologaritmo resultante da analise dos picos, no comprimento de
onda de 425 nm, das curvas transladadas apresentadas no Gréfico
59. Observa-se dois regimes significativos em relacdo ao
comportamento da quantidade de curcumina Sintética que interagiu
com a S.aureus, que estao representados pelas retas tracejadas em
preto. A curva (a) mostra um regime de acentuado de crescimento da
absorbancia relativa referente & curcumina livre no sobrenadante a
partir da diluicdo Sz e até a diluicdo S7. A curva (b) apresenta uma
pequena variacado da quantidade de curcumina Sigma livre no meio,



apresentada pela variacdo da absorbéancia de 0,007 até 0,06, entre as
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Grafico 61- Monologaritmo construido com as informacg6es do Grafico 60, para o
eixo das ordenadas obtido pela correlagdo das absorbancias relativas
no comprimento de onda de 425 NM do sobrenadante contendo
curcumina Sintética livre com a concentracdo molar do Gréfico 1-b, e
0 eixo das abscissas obtido pelas informac¢des do Grafico 48,
apéndice 0. Evidenciam-se dois regimes para as diferentes
concentragcbes molares de curcumina Sintética livre que estdo
representados pelas linhas tracejadas em preto. A curva (a)
representa uma pequena variagdo da concentragdo molar da
curcumina livre do sobrenadante de, aproximadamente, 0,14 uM , So,

para 0,48 uM , S3, em uma variagcdo de UFC médio / ml de 2,73x10%
para 3,09x10° , respectivamente, de Sp para Sz. A curva (b) mostra

uma grande variagdo da concentracdo molar da curcumina Sintética
livre no sobrenadante de, aproximadamente, 0,48 xM em Sz para

2,74 uM em Sz, acompanhada por certa linearidade pela variagéo do
UFC médio / ml de 3,09x10° €m Sz para 1,07 x10” €M S7....ccevvveeeeen. 182

Grafico 62- Logaritmo que estabelece a relacdo direta entre as medidas médias
das quadruplas de absorbancia e o UFC médio / ml trabalhado com a
bactéria Streptococcus mutans. Para construir este grafico os dados
foram retirados dos Grafico 36 e Gréfico 37. Observa-se uma relagédo
linear entre as médias das medidas de absorbancia tanto em 425 nm
guanto em 600 nm e UFC / ml, estabelecendo assim uma forma
indireta de contagem de células viaveis e a medida de absorbancia
para esta cepa nestes dois comprimentos de onda. ..............oeeeeveeeen. 183

Grafico 63- Monologaritmo dos espectros de Absorbancia na regido espectral UV-
Vis das médias das medidas de absorbéancia das triplicatas biol6gicas
da S. mutans submetido a uma série de 7 diluicbes sequenciais de 50
%, sendo a primeira, solugdo inicial, So ,com 100 % da amostra do
caldo lavado, a segunda amostra, S1, com % da So, aterceira amostra,

S2,com % da So, a quarta amostra, Sz, com % da So, a quinta amostra,
S4 , com % da So, a sexta amostra, Ss , com ?12 da So, a sétima
amostra, Se , com ?t; da So, e por fim, a oitava amostra, S7 , com %
da So. Empreende-se deste grafico que as curvas referentes as
diluicbes seguem a equagao A1) =c,- 1" +C,-4* apresentada para
espalhamentos caracteristicos de particulas pequenas com indices de
4 de —1,7 e de -4. Observa-se que conforme a diluicAo do caldo
lavado aumenta a curva de absorbancia diminui, uma caracteristica ja

esperada, ao passo que quanto maior a diluicho menor sera a
guantidade de microrganismos presentes na SOlUGaO0. ..............cceeeeuee. 184



Grafico 64- Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regido espectral UV-
Vis das médias das triplicatas biologicas das diferentes diluicbes S
referente as diferentes concentracdes do sobrenadante do caldo
bacteriano lavado da S. mutans, com uma aliquota de 3 ul, em cada

uma das diluicbes S, retiradas das solugbes stock de 10 % da

curcumina Sigma preparada em solucdo de etanol, na concentracéo
final de 551 xM por microtubo de 1,5 ml. Empreende-se que todas as

curvas médias apresentam 0s picos caracteristicos da presenca da
curcumina Sigma no comprimento de onda de 425 nm, além disso,
salienta-se dois diferentes regimes de curvas de absorbancia ao
considerarmos 0s espalhamentos para os comprimentos de onda
entre 600 nm e 1000 nm. Um caracteristico da bactéria S. aureus para
as curvas médias So, S1 e Sy, que tem a lei de formacgéo na equacao
A1) =C,-A +C,-4*, €em que S1, por exemplo, apresenta a equagéo
A1) =2,4x10*- 17 +5,0x10" - 2+ € com espalhamentos caracteristicos de
particulas pequenas e indices de 1 de —1,8 e -4. Além disso, nota-

se que conforme as concentracées do caldo bacteriano lavado vao
diminuindo as curvas de absorbéncia também vao, uma vez que
quanto maior for a diluicho menor sera a quantidade de
MICrorganismos Presentes N0 MEIO. ....oooeveeveeeeeie e 185

Grafico 65- Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regido espectral UV-
Vis das curvas médias transladadas em relacao ao eixo y obtidas do

anexo FF. Observa-se que ao realizar o translado das curvas, no
comprimento de onda de 588,10 nm e absorbancia de 0,012, todas as
curvas passam por este ponto especifico permitindo-se com isso
desprezar o ruido de fundo gerado a partir do comprimento de onda
de 588,10 nm para as futuras andlises, por se tratar de uma regido em
gue o espalhamento se deve a formacao de clusters e aglomerados
particulares como tratado no subcapitulo 1.1 Caracterizacdo Optica
das curcuminas. Além disso, tem-se que ao transladar essas curvas
h& uma inverséo do posicionamento de cada uma delas em relacao a
originalmente tracada. Note que a curva referente as absorbancias
médias da diluicdo Sp que aparecia em primeiro, de cima para baixo,
no anexo FF, agora aparece em ultimo, sendo a mais proxima da
curva de referéncia, e a curva referente as absorbancias médias da
diluicdo S7 que aparecia em ultimo, de cima para baixo, no anexo FF,
agora esta em primeiro, ou seja, em relacdo a reta de referéncia esta
€ aMAlS AIStANTE......eeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 186

Grafico 66- Monologaritmo resultante da analise dos picos, no comprimento de
onda de 425 nm, das curvas transladadas apresentadas no Gréfico
59. Observa-se dois regimes significativos em relacdo ao
comportamento da quantidade de curcumina Sigma que interagiu com
a S.mutans, que estao representados pelas retas tracejadas em preto.
A curva (a) mostra um regime de acentuado de crescimento da
absorbancia relativa referente a curcumina livre no sobrenadante a
partir da diluicdo Sz e até a diluicdo S7. A curva (b) apresenta uma
pequena variacao da quantidade de curcumina Sigma livre no meio,



apresentada pela variacdo da absorbéancia de 0,007 até 0,06, entre as
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Grafico 67- Monologaritmo construido com as informacg6es do Grafico 60, para o
eixo das ordenadas obtido pela correlagdo das absorbancias relativas
no comprimento de onda de 425 NM do sobrenadante contendo
curcumina Sintética livre com a concentragcdo molar do Gréfico 1-b, e
0 eixo das abscissas obtido pelas informac¢des do Grafico 48,
apéndice P. Evidenciam-se um regime linear para as diferentes
concentragbes molares de curcumina Sigma livre que esta
representada pela linha tracejada em preto. A concentracdo molar da
curcumina livre do sobrenadante vai de, aproximadamente, 0,14 uM

, So, para 2,0 uM , S7, em uma variagdo de UFC médio / ml de 9, 4x10°
para 4,3x10° , respectivamente, de So para S7.........ccoevvviiiiiiieeeeeennnn, 188

Grafico 68- Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regido espectral UV-
Vis das médias das triplicatas bioldgicas das diferentes diluicbes S
referente as diferentes concentracdes do sobrenadante do caldo
bacteriano lavado da S. mutans, com uma aliquota de 3 ul, em cada

uma das diluigbes S, retiradas das solugbes stock de 10 % da

curcumina Natural preparada em solucdo de etanol, na concentracao
final de 551 xM por microtubo de 1,5 ml. Empreende-se que todas as

curvas médias apresentam 0s picos caracteristicos da presenca da
curcumina Natural no comprimento de onda de 425 nm, além disso,
salienta-se dois diferentes regimes de curvas de absorbancia ao
considerarmos os espalhamentos para os comprimentos de onda
entre 600 nm e 1000 nm. Um caracteristico da bactéria S. mutans
para as curvas medias So, S1 e Sz, que tem a lei de formacgdo na
equacgao a1y =c,-1 " +c,-1*, em que Si, por exemplo, apresenta a
equacado A1) =21x10*-1+50x10"-4* € com espalhamentos
caracteristicos de particulas pequenas e indices de 1 de —1,9 e -4.
Além disso, nota-se que conforme as concentragcdes do caldo
bacteriano lavado véo diminuindo as curvas de absorbancia também
vao, uma vez que quanto maior for a diluicdo menor sera a quantidade
de microrganismos presentes N0 MEI0............ceeeeeeeeeieieiiiiiinieeeeeeeeeannns 189

Gréfico 69- Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regido espectral UV-
Vis das curvas médias transladadas em relacdo ao eixo y obtidas do

anexo Il. Observa-se que ao realizar o translado das curvas, no
comprimento de onda de 720,79 nm e absorbancia de 0,0273, todas as
curvas passam por este ponto especifico permitindo-se com isso
desprezar o ruido de fundo gerado a partir do comprimento de onda
de 720,79 nm para as futuras analises, por se tratar de uma regidao em
gue o espalhamento se deve a formacéo de clusters e aglomerados
particulares como tratado no subcapitulo 1.1 Caracterizacdo Optica
das curcuminas. Além disso, tem-se que ao transladar essas curvas
h& uma inversao do posicionamento de cada uma delas em relacéo a
originalmente tracada. Note que a curva referente as absorbancias
meédias da diluicdo So que aparecia em primeiro, de cima para baixo,



no anexo ll, agora aparece em ultimo, sendo a mais proxima da curva
de referéncia, e a curva referente as absorbancias médias da dilui¢cdo
S7 que aparecia em ultimo, de cima para baixo, no anexo Il, agora
esta em primeiro, ou seja, em relacdo a reta de referéncia esta é a
MAUS AISTANTE. ... i 190

Gréfico 70- Monologaritmo resultante da andlise dos picos, no comprimento de
onda de 425 nm, das curvas transladadas apresentadas no Gréfico
51. Observa-se dois regimes significativos em relacdo ao
comportamento da quantidade de curcumina Natural que interagiu
com a S. mutans, que estao representados pelas retas tracejadas em
preto. A curva (a) mostra um regime de acentuado de crescimento da
absorbancia relativa referente a curcumina livre no sobrenadante a
partir da diluicdo Sz e até a diluicdo S7. A curva (b) apresenta uma
pequena variagdo da quantidade de curcumina Natural livre no meio,
apresentada pela variacdo da absorbancia de 0,009 até 0,04, entre as
IUIGOES S0 € S3. coviiiiiiiiiiiiiiieie e 191

Grafico 71- Monologaritmo construido com as informac6es do Gréfico 60, para o
eixo das ordenadas obtido pela correlagéo das absorbancias relativas
no comprimento de onda de 425 NM do sobrenadante contendo
curcumina Sintética livre com a concentracdo molar do Gréfico 1-b, e
0 eixo das abscissas obtido pelas informacdes do Grafico 48,
apéndice P. Evidenciam-se um regime linear para as diferentes
concentracbes molares de curcumina Sigma livre que esta
representada pela linha tracejada em preto. A concentracdo molar da
curcumina livre do sobrenadante vai de, aproximadamente, 0,12 uM

, So, para 6,0 uM , S7, em uma varia¢gdo de UFC médio / ml de 9, 4x10°
para 4,3x10° , respectivamente, de So para S7. ......ccceeeeeeeeeeiieeeiiinnnnnnn. 192

Grafico 72- Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regido espectral UV-
Vis das médias das triplicatas biologicas das diferentes diluicbes S
referente as diferentes concentracdes do sobrenadante do caldo
bacteriano lavado da S. mutans, com uma aliquota de 3 ul, em cada

uma das diluicbes S, retiradas das solugbes stock de 10 % da

curcumina Sintética preparada em solucdo de etanol, na
concentracéo final de 551 M por microtubo de 1,5 ml. Empreende-
se que todas as curvas médias apresentam o0s picos caracteristicos
da presenca da curcumina Sintética no comprimento de onda de 425
nm, além disso, salienta-se dois diferentes regimes de curvas de
absorbancia ao considerarmos o0s espalhamentos para o0s
comprimentos de onda entre 600 nm e 1000 nm. Um caracteristico da
bactéria S. mutans para as curvas médias So, S1 € S2, que tem a lei
de formagdo na equacaoaw)=c,-i*"+c,-1*, em que S, por
exemplo, apresenta a equagao A(1)=2,1x10*-1"%+50x10"-4* € COm
espalhamentos caracteristicos de particulas pequenas e indices de 1
de —1,9 e -4. Além disso, nota-se que conforme as concentracfes do

caldo bacteriano lavado vdo diminuindo as curvas de absorbancia



também vao, uma vez que quanto maior for a diluicho menor sera a
guantidade de microrganismos presentes N0 MEI0. ...........ceeeeeeeeeeeennnns 193

Grafico 73- Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regido espectral UV-
Vis das curvas médias transladadas em relacéo ao eixo y obtidas do

anexo Il. Observa-se que ao realizar o translado das curvas, no
comprimento de onda de 585,81 nm e absorbéancia de o,0186, todas as
curvas passam por este ponto especifico permitindo-se com isso
desprezar o ruido de fundo gerado a partir do comprimento de onda
de 585,81 nm para as futuras analises, por se tratar de uma regido em
gue o espalhamento se deve a formacao de clusters e aglomerados
particulares como tratado no subcapitulo 1.1 Caracterizacdo Optica
das curcuminas. Além disso, tem-se que ao transladar essas curvas
h& uma inversdo do posicionamento de cada uma delas em relacéo a
originalmente tracada. Note que a curva referente as absorbancias
médias da diluicdo Sp que aparecia em primeiro, de cima para baixo,
no anexo Il, agora aparece em ultimo, sendo a mais proxima da curva
de referéncia, e a curva referente as absorbancias meédias da diluicdo
S7 que aparecia em ultimo, de cima para baixo, no anexo Il, agora
estd em primeiro, ou seja, em relacdo a reta de referéncia esta é a
MAUS AISTANTE. ....ceiieeeeeeiei e e e e e e e e e e e e e eeenenes 194

Grafico 74- Monologaritmo resultante da andlise dos picos, no comprimento de
onda de 425 nm, das curvas transladadas apresentadas no Grafico
59. Observa-se dois regimes significativos em relacdo ao
comportamento da quantidade de curcumina Sintética que interagiu
com a S.mutans, que estéo representados pelas retas tracejadas em
preto. A curva (a) mostra um regime de acentuado de crescimento da
absorbancia relativa referente a curcumina livre no sobrenadante a
partir da diluicdo Sz e até a diluicdo S7. A curva (b) apresenta uma
peguena variacao da quantidade de curcumina Sintética livre no meio,
apresentada pela variacdo da absorbéancia de 0,05 até 0,01, entre as
IUIGOES S0 € S2..uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiii s snesenennnnnnnne 195

Gréfico 75- Monologaritmo construido com as informacées do Gréfico 60, para o
eixo das ordenadas obtido pela correlagdo das absorbancias relativas
no comprimento de onda de 425 NM do sobrenadante contendo
curcumina Sintética livre com a concentracdo molar do Grafico 1-b, e
0 eixo das abscissas obtido pelas informacdes do Grafico 48,
apéndice P. Evidenciam-se dois regimes lineares para as diferentes
concentragbes molares de curcumina Sintética livre que estéo
representadas pelas linhas tracejadas em preto. A linha (a) com a
concentragdo molar da curcumina livre do sobrenadante vai de,
aproximadamente, 2,4 uM, Ss, para 3,2 xM, S7, em uma variacao
de UFC médio / ml de 7,06x10® para 4,3x10° , respectivamente, de

Sz para S7. A linha (b) com a concentracdo molar da curcumina livre
do sobrenadante vai de, aproximadamente, 0,23 uM, So, para 2,4

uM, Sz, em uma variagdo de UFC meédio / ml de 9,1x10° para
7,06x10° , respectivamente, de So para Sz........ccvvveivieeeriieeiiiiiiinneeeen 196
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1 INTRODUCAO

A luz com as suas propriedades curativas fascina a humanidade ha muitos
milhares de anos. Desde 0s antigos povos egipcios as culturas orientais o uso da luz
para tratar doencas foi amplamente utilizado. Ja os gregos cunharam o termo
helioterapia para praticar o tratamento de muitas doencas, acreditando — se até que o
conceito de adoragdo ao Sol tenha crescido a partir disso. !

Contudo, foi somente no inicio do século XX que a terapia com luz iniciou a sua
escalada sem volta. Tem-se como marco o ano de 1903 em que Niels Ryberg Finsen
recebeu o Prémio Nobel por seus trabalhos do tratamento da tuberculose, e da variola
concomitantemente, com a sua descoberta da Terapia com Luz 2.

Sendo ainda, por volta deste mesmo periodo, que Oscar Raab e seu professor
Herman Von Tappeiner descreveram meticulosamente que a acdo de agentes
fotossensibilizadores na presenca de luz e oxigénio poderiam causar a morte de
células.t3

Entretanto, mesmo cunhando o termo Terapia Fotodinamica, TFD, também
conhecida pelo acrénimo “PDT”, do inglés Photodynamic Therapy, ela ndo conseguiu
se mostrar como uma primorosa terapia. Mesmo com o seu grandioso potencial, por
ndo atingir uma quantidade minima de pessoas para que se sustentasse, enquanto
eficiente e inovadora, diante das terapias tradicionais da época, por assim dizer, ficou
em estado latente até a metade daquele século. *

Foi entdo que Richard L. Lipson e sua equipe, Edward J. Baldes e Mary Jane
Gray, em dezembro de 1967, publicaram um trabalho sobre um derivado de
Hematoporfirina na deteccéo de varios tipos de tumores malignos em 121 pacientes
com suspeita de cancer 4, resgatando de forma mais abrangente para um publico
maior os efeitos incontestaveis da TFD no combate desta que se tornaria uma das
doencas mais temiveis, visto que, uma vez que administrada a droga para a deteccao
ela também era utilizada para o tratamento. 4

A TFD consiste fundamentalmente na interagdo sincronizada da luz, em um
comprimento de onda especifico, do agente Fotossensibilizador, FS, e do oxigénio
molecular presente nas células. Assim que o FS é irradiado pela luz, sendo este

proveniente de fontes como lampada, LED ou lasers, ele reage com este oxigénio
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presente na célula promovendo dois tipos de fotoprocessos conhecidos como reacdes
do Tipo 1 e reacdes do Tipo 2. > 6

As reag0des do Tipo 1 sdo aquelas que envolvem a transferéncias de cargas do
estado tripleto do FS entre, principalmente, as moléculas excitadas pela luz e o
oxigénio presentes na ceélula. Gerando espécies altamente citotéxicas chamadas de
ions radicais como hidroxilas, peroxidos, radicais derivados de lipideos, proteinas,
colesterol e outros. & 7

As reacoes do Tipo 2 sao aquelas que envolvem diretamente a transferéncia
de energia do estado tripleto do FS para o estado tripleto do oxigénio molecular
podendo gerar uma espécie altamente reativa de oxigénio, o oxigénio singleto. Este
oxigénio singleto é considerado o principal responsavel pelos danos fotoquimicos
causados na célula por muitos FS. &8

Ha que se considerar que a especificidade das reacdes fotoquimicas das quais
compde o propésito da TFD a tornam unicamente seguras e vantajosas devido a dupla
seletividade, visto que ha um grande controle na administracdo da droga altamente
especifica e na pontualidade da entrega da luz que é entregue apenas no lugar onde
se quer que ocorra o efeito fotodinamico. °

Desta forma, faz com que a TFD se torne ndo sé uma grande e eficiente técnica
de combate as doencas como o cancer ou lesdes epidérmicas, mas como também na
luta contra microrganismos patdégenos como os fungos e as bactérias responsaveis
por diversas destas doencas, dando suporte a uma melhora na qualidade de vida. & °

Em se tratando da manutencéo da vida e do bem-estar, o combate as infeccdes
tem se tornado cada vez mais dificil e trabalhoso devido a diversos fatores como a
menor disponibilizagdo de antimicrobianos juntamente com a ma administracao de
antibidticos, ocasionando um aumento significativo do numero de bactérias
resistentes. °

Além disso, o alerta constante e alarmante de organizacbes nao-
governamentais, grandes industrias farmacéuticas e orgaos de saude de diversos
paises para a promocao e financiamento da pesquisa em antibioticos, uma vez que
muitas destas grandes empresas ndo veem mais lucrativas essas linhas de pesquisas
e que podem levar, segundo relatério britanico, a morte de mais de 10 milhdes de
pessoas até 2050. 1011

Bactérias como a Staphylococcus aureus tem se tornado cada vez mais

resistentes e sendo responsaveis por tremendas infecgbes hospitalares. Em vista
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disso, o entendimento da permeabilidade e a interacao de antibiéticos nas membranas
bacterianas se faz cada vez mais necessario.0 11, 12,13, 14

Nesse contexto, a promocéo de alternativas robustas e eficientes, nesta batalha
continua e desvantajosa, vem elevando a promoc¢ao de alternativas como a Inativacao
Fotodinamica, IF, com a utilizacdo de agentes FS no combate aos crescentes
microrganismos resistentes.® 15 16, 17

Dentro do escopo destes microrganismos se encontram as bactérias. Uma
classificacdo comum e importante utilizada € apoiada nas reacdes de coloracdo de
Gram e que as divide em dois grandes grupos, as Gram-positivas e as Gram-
negativas.

Essas reacdes baseiam-se nos diferentes tipos de estrutura que compde as
paredes celulares bacterianas, como € mostrado na Figura 1. Nela, é facilmente
observado em suas marcantes diferencas que as bactérias Gram-positivas possuem
geralmente uma parede formada por uma Unica camada espessa de peptideoglicano,
um polissacarideo composto por dois derivados de acucares, o N-acetilglicosamina e
o acido N-acetilmuramico, além de alguns aminoécidos. ’

Ja as Gram-negativas possuem ao menos duas camadas na formacao da sua
parede, ou envelope celular como também é conhecida. O composto peptideoglicano
de ambos os tipos € o que confere a dureza e a rigidez estrutural caracteristica das

bactérias. 1/
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Figura 1 - Paredes celulares de bactérias: (a, b) Os diagramas esquematicos mostram as paredes

celulares das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, respectivamente. A foto
central apresenta células de Staphylococcus aureus (roxa, gram-positiva) e de
Escherichia coli (rosa, gram-negativa).

Fonte: MADIGAN; MARTINKO; BENDER. 18
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Essa diferenca estrutural das paredes celulares confere mecanismos diferentes
de interacdo do FS com as bactérias Gram-positivas, que sdo mais susceptiveis aos
FS e consequentemente a IF, do que a interagcdo com o envelope celular das Gram-
negativas, gerando uma barreira fisica que acaba por dificultar a entrada dos agentes
FS, tornando-as resistentes a IF. > 19

Diante disso, a escolha do agente FS € fundamental para o sucesso da IF.
Entdo, nesse contexto, a curcumina um composto natural extraido das raizes da
Curcuma longa e muito usado na culinéria tem se destacada como um agente FS ao

longo dos ultimos anos. 1/
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2 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi o estudo das interacéo dos trés tipos diferentes de
curcuminas, a curcumina Sigma produzida pela Sigma-Aldrich®, e outras duas
curcuminas produzidas pela PDT Pharma®, sendo uma que contém curcumindides,
Natural, e outra puramente sintética, designada por curcumina Sintética, com trés
tipos diferentes de bactérias, a Escherichia coli, a Staphylococcus aureus e a
Streptococcus mutans em suas respectivas culturas planctbnicas e em biofilmes,
buscando uma melhor compreensdo do comportamento da curcumina em solucao,
com foco no preparo para IF, comparando os resultados obtidos entre as interacdes
dos microrganismos com as curcuminas tanto por bactérias quanto por tipo de

curcumina.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Escherichia coli

Theodor Escherich foi o primeiro a isolar de fezes infantis e relatar a existéncia
de varas curtas e delgadas que chamou de Bacterium coli commune em sua
publicacdo em 1885. Passando por varios nomes a Escherichia coli, E. coli, s foi
reconhecida em 1954. 2° Atualmente a E. coli é conhecida como um comensal
inofensivo do trato gastrointestinal de animais de sangue quente, sendo uma das
bactérias mais estudadas e utilizadas nos laboratérios de todo o mundo, pois o fato
de armazenar informacfes genéticas como na@s, |é estas informacdes como nés e
ainda sintetiza os mesmos tipos de ferramentas moleculares para desempenhar as
funcGes celulares basicas. 21 22

A E. coli é uma bactéria Gram-negativa em forma de haste, da familia da
Enterobacteriaceae, que tem a capacidade de crescer tanto anaerobicamente quanto
aerobicamente preferencialmente a 37° C, podendo ou néo ter motilidade dependendo
da existéncia de flagelos peritricos (Figura 2). Ela pode ser facilmente isolada de
amostras fecais por possuir meios de revestimentos seletivos e a alteracdo do pH,
devido a fermentacdo da lactose, pode ser utilizada para separar as cepas
fermentadoras ou néo de lactose. 2% 22

A E. coli por ter a capacidade de modificar o seu genoma, ganhando ou
perdendo genes, ela pode se tornar altamente patogénica sendo tida como uma dos
principais agentes etiolégicos da diarreia moderada em criancas da Africa subsaariana

-e do sul da Asia. 21:22,23,24,25

Figura 2 - Escherichia coli
Fonte: MADIGAN; MARTINKO; BENDER. 18



50

3.2 Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus, S. aureus, foi descrito pela primeira vez pelo médico
alem&o Anton Rosenbach em 1884. E uma gram-positiva sem motilidade e que cresce
em cachos como uvas. Na verdade, a juncao destas duas palavras que constituem
seu nome staphyle, que do grego pode ser traduzido como “grupo de uvas”, e coccus,
que significa “bactérias esféricas”, dizem tudo sobre a caracteristica visual dessas
bactérias ja que ela sédo perfeitamente esféricas e possuem cerca de 1 um de
didmetro. O seu nome aureus, do latim ouro, deve-se ao fato das suas colbnias

crescerem grandes e douradas (Figura 3). 26 27

Figura 3 - Staphylococcus aureus — Micrografia eletrénica
Fonte: HONEYMAN; FRIEDMAN; BENDINELLI. 26

N&o se sabe muito sobre sua origem, mas acredita-se que o S. aureus tenha
evoluido a partir de bactérias pré-historicas do solo. Ele € do género Staphylococcus
gue possui cerca de 32 espécies e € um patdégeno altamente adaptavel estimando-se
que ele colonize entre 50-60% da populacéo. 2" 28

Mesmo sendo descrito a cerca de 130 anos, é quase certo de que o S. aureus
foi matando e infectando os seres humanos por milhares de anos. Os chamados
Furdnculos, que séo infecgdes foliculares na pele comuns causados por S. aureus,
séo descritas na Biblia. Mesmo ap0s o naturalista holandés Antoni van Leeuwenhoek
descrever pela primeira vez as bactérias em 1674, acreditando-se que provavelmente
suas figuras tratassem de uma espécie de S. aureus, foi somente 200 anos depois

gue os cientistas passaram a estudar e classificar as bactérias. 2728
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O S. aureus vive na pele e nas mucosas de animais de sangue quente, mas &
nas membranas nasais, que sao quentes e Umidas, que ele encontra seu habitat ideal,
estimando-se que de 10-40 % dos adultos saudaveis tenham colénias de S. aureus
crescendo em suas narinas. Embora possa crescer em outros habitats incluindo agua,
materiais em decomposicéo e qualquer tipo de superficie, se as condi¢cdes nao forem
favoraveis, como temperaturas entre 15 °C e 45 °C ele pode entrar em estado de
laténcia e sobreviver por anos aguardando o melhor momento. 2729 30,31

Sendo a sua parede muito espessa isso lhe confere maior resisténcia e uma
maior pressao interna em relacao a outras bactérias, sendo por estes motivos que as
suas infecgcbes sdo muito dificeis de tratar, pois dificultam a entrada de muitos
medicamentos antibacterianos. 27 29 30. 31

Embora o S. aureus cause uma grandiosa quantidade de infeccdes, as
causadas na pele ndo séo fatais. Infelizmente, a bactéria produz muitas lesées
cutdneas superficiais tais como as infeccbes do foliculo piloso, acne, tercol,
furdnculos, doengas como orelha de nadador, infecgbes da orelha média, muitas
infecgbes do trato urinario além de outras diversas causadas em diferentes partes do
corpo. 26:27,29,30

No entanto, ele pode causar graves infec¢des internas, como pneumonia ou
meningite, geralmente causadas apO0s uma cirurgia ou como consequéncias de
infec¢des no sangue. Com esse tipo de infeccdo ele também pode causar gravissimas
doencas como a artrite séptica ou infecciosa, osteomielite e endocardite. O aumento
assustador desses tipos de doencas tem alarmado os grandes estudiosos devido a
crescente resisténcia do S. aureus a antibiéticos como as penicilinas, meticilinas,
eritromicinas e clorafenicdis. 2627 29 30

Em vista disso, muitos estudos no campo da IF tém ganhado espaco no
combate a essa e outras bactérias devido a efetividade no tratamento e as oOtimas
penetragéo da luz os estudos tém demonstrado uma forte inibicdo no crescimento do

S. aureus apos aplicacéo da IF. 6 3233



52

3.3 Streptococcus mutans

O principal causador de caries coronais em seres humanos € o Streptococcus
mutans, S. mutans, uma gram-positiva que coloniza principalmente as superficies dos
dentes se estabelecendo na boca assim que os eles estdo presentes. ** Eles séo
encontrados nas placas, transformam a glicose em acido latico, que é o responsavel
pela destruicdo do esmalte e consequente desmineralizagcdo do dente iniciando a
cérie. 35 36

Também fermentam o manitol e o sorbitol, produzindo extracelularmente
glicanos de sacarose sendo cariogénicos em modelos animais. 3 Residem em
pequenas fissuras, onde produzem dextrana, um polissacarideo fortemente aderente
que é utilizado para as suas ligacdes as superficies dentarias. Como a dextrana é
produzida apenas na presenca de sacarose, caso ocorra a auséncia dessa fonte de
sacarose 0 altamente cariogénico S. mutans se tornard incapacitado de produzir a
dextrana necessaria a sua adeséo aos dentes. 3% 37

Foi isolado pela primeira vez em 1924 por J. Kilian Clarke de lesGes cariosas
humanas e ele atribuiu 0 nome mutans devido a uma mudanca na conformacéo visual,
pois essas bactérias pareciam mais abauladas do que o normal, na coloracdo de
Gram, e que pareciam ser uma forma mutante de Streptococcus. 38

O S. mutans pertence ao grupo dos Streptococcus viridans. Esse grupo € o
responsavel pela metade das bactérias encontradas na cavidade bucal, sendo
amplamente encontrado na placa dental em cerca de 10'° bactérias por grama,
podendo até atingir a corrente sanguinea e sendo um dos principais responséaveis pela
endocardite, por aderir as vulvas cardiacas. 36

Deste modo, a pandemia de carie dentaria que acomete a populacdo mundial
tem se agravado, historicamente, devido ao aumento do consumo de carboidratos,
principalmente agucares, historicamente desde o advento da agricultura. Contudo o
uso generalizado de acucar refinado trouxe um aumento repentino da prevaléncia das
caries. 3940

Por esses motivos aqui descritos e outros ndo mencionados, como 0 seu
pequeno genoma com cerca de 2 Mb com mais de 1900 genes, que 0 S. mutans tem
chamado a atencdo da comunidade cientifica para se tornar um grande modelo de

bactéria Gram-positiva, tendo entdo um aumento significativo dos seus estudos (). 4



53

Dentre as varias abordagens no tratamento in vitro a TFD tem se destacado
com o0 uso de corantes naturais como a curcumina na inibicdo altamente destacavel

do nimero de bactérias e dos biofilmes formados pelo S. mutans (Figura 4). 42

Figura 4 - Micrografia eletrénica do Streptococcus mutans 43
Fonte: MIERCOLES 43

3.4 Curcumina

A curcumina é um polifendlico natural, extraido da Curcuma longa, que esta
muito presente na culinaria asiatica e indiana por meio do acafrao, tem sido muito
estudada ao longo dos ultimos anos por conta de sua gama de atividades. 44

Nos ultimos tempos, o consumo de acafrdo tem sido estimulado em funcéo dos
inimeros beneficios terapéuticos atribuidos a curcumina e seus derivados. 17 Alguns
dos seus beneficios sdo os de apresentar atividades antioxidante 4°, anti-inflamatéria
46 antimicrobiana & 33 42 47 antitumoral ° 4% 47 48 nefro-protetora 4°, controle da
espondiloartrite durante a gravidez,*® e ainda comprovados efeitos antiglicémicos
auxiliando no controle do diabetes 4% 0. 51. 52,53, 54 @ com grande potencial para o
tratamento do Alzheimer. >* e de efeitos neuro-protetores no tratamento do mal de
Parkinson. 17: 42 54

Isolado pela primeira vez em 1842, por Vogel, a curcumina foi descrita como
um po cristalino e amarelo. Sabe-se que por ser um composto fendlico ela é insoluvel
em agua e éter etilico mas soluvel em etanol e em dimetilsulféxido, conhecido por
DMSO. ¥/
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A estrutura quimica aceita desde 1910, proposta por Lampe e Milobedeska, &
de um diferoilmetano com a formula C21H200s, com peso molecular de 368,4 gramas,
sendo que o composto comercial tem por padrdo 77 % de curcumina, 17 % de
demetoxicurcumina e 3 % de bisdemetoxicurcumina, e o restante de curcumindides
conforme a Figura 5. Juntos, estes curcuminoides tem por padrdo uma cor alaranjada

por absorver num comprimento de onda entre 420 a 430 nm. 7.5

(C) Bis-demetoxicurcumina

Figura 5 - Estrutura quimica dos elementos curcumindides
Fonte: SILVA (13)

Do ponto de vista quimico, € uma dicetona a, B-insaturada (difluoroilmetano)

exibindo tautomerismo de ceto-enol (Figura 6).
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As interacdes proteina-curcumina que sao facilitadas pelos oxigenos que aceitam
ligagbes de hidrogénio da curcumina dicetbnica (em cima) e curcumina endlica (em

baixo)

Fonte: HEGER et al. 54

Devido a esses fatores altamente benéficos da curcumina, ela vem sendo

estudada por diversos grupos de pesquisa aqui no Brasil como uma forte candidata

de agente FS, e, com isso, ser aplicada nos tratamentos de pele, desinfeccéo bucal,

eliminacdo dos mosquitos causadores da dengue e no tratamento de onicomicose.

Sendo todos estes citados e trabalhados ao longo dos ultimos anos pelo Grupo de

Optica do Instituto de Fisica de S&o Carlos.
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4  MATERIAIS E METODOS

4.1 As amostras de bactérias

Para todos experimentos foram utilizadas as cepas catalogadas de bactérias
E. coli ATCC 25922, anexo |, S. aureus ATCC 25923, anexo Il e S. mutans ATCC
25175 no anexo lll. Todas foram cultivadas conforme os protocolos sugeridos em
solucdo de crescimento bacteriano, tanto em solucdo liquida quanto em &gar
dependendo das etapas do processo, com BHI, acrbnimo do inglés Brain Heart
Infusion, a 37° C e em meio aerobico e, apenas para a bactéria S. mutans, foi
acrescentado 1% de glicose nas solucdes.

Apbs o crescimento das bactérias em meio, elas eram lavadas em solucéo
tampao salina de fosfato, PBS acrénimo do inglés Phosphate Buffered Saline, por trés
vezes antes do inicio de todas as atividades, e foi garantida a condicédo de que o pH

da solugéo estivesse sempre em 7,4 com erro de 0,2 para mais ou para menos.

4.2 As curcuminas utilizadas

Para a realizagdo dos experimentos trabalhou-se com curcuminas de trés
diferentes procedéncias: a curcumina sintetizada pela empresa Sigma-Audrich de
referéncia C1386, anexo Ill, que contém 84,87% de curcumina, 11,91% de
demetoxicurcumina e 3,20% de bisdemetoxicurcumina e que sera designada por
Sigma. As curcuminas produzida e sintetizada, respectivamente, pela empresa
PDT Pharma Ltda, sendo uma que contém 57,64% de curcumina, 16,5% de
demetoxicurcumina e 25,99% de bisdemetoxicurcumina que serd denominada ao
longo deste trabalho por curcumina Natural, e a curcumina que contém 100% de

curcumina em sua composicdo e que sera designada por curcumina Sintética.

Conhecendo os pesos moleculares da curcumina, de 368,385 il da
mo

demetoxicurcumina 338,385 il e da bisdemetoxicurcumina 308,385 ilﬂ foram
mo mo
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calculados os pesos moleculares proporcionais para cada uma das amostras

utilizadas ficando assim determinados:

e Para a curcumina Sigma, 362,8183 il;
mo

e Para a curcumina Natural, 348,3199 LI;
mo

e E, para a curcumina Sintética, 368,385 il;
mo

Com isso, preparou-se as solugdes estoque com todas as curcuminas de forma
gue se obtivesse uma concentracdo igual a 10 mg por ml. Para minimizar o contato
das solucbes com a luz, todos os tubos, do tipo Falcon de 50 ml, utilizados foram
recobertos por papel aluminio e as solu¢cdes foram manipuladas sem a presenca da
luz direta em todos os experimentos. Também foi garantido o pH 7,4 das solucbes a
27°C. fazendo as medidas no equipamento Mili-Q da Milipore do modelo Integral 10

trabalhando a 18,2 Q de resistividade.

4.3 Equipamento

O equipamento utilizado para as medidas de absorbancia foi o

espectrofotdmetro Cary UV-Vis 50, Varian (Figura 7).
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Figura 7 - Cary UV-Vis 50 — Varian.
Fonte: Elaborada pelo autor
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4.4 Software

Para a analise de todos os dados provenientes do espectrofotdbmetro assim
como a producao de todos os gréaficos foi utilizado o software Origin® da Origin Lab

Corporation licenciado pela Universidade de Séo Paulo.%® 57

4.5 Descricdo dos experimentos

Basicamente foram feitos cinco tipos de experimentos. Um que acompanhou o
crescimento das bactérias ao longo do tempo, outro que buscou caracterizar a
centrifugacéo, outro que objetivou caracterizar os diferentes tipos de curcuminas em
etanol e em diferentes concentragbes, outro em que se promoveu diluicoes
fracionadas das bactérias e, por fim, um que uniu em cada uma das diluicdes
fracionadas das bactérias com os diferentes tipos de curcuminas buscando, dessa
forma, a concentragéo ideal da respectiva curcumina na interagdo com a respectiva
bactéria.

Vale ressaltar que os dois ultimos experimentos foram feitos simultaneamente
para cada conjunto de bactérias alternando apenas os diferentes tipos de curcuminas,
e foram ratificados que todos os experimentos fossem reproduzidos em triplicatas
biologicas para que as médias dos resultados fossem estatisticamente garantidas.

4.5.1 Experimento: Caracterizagdo das curcuminas em etanol

Foram preparadas para o experimento trés solu¢cdes de etanol com cada um

A g . ~ m .
dos trés tipos de curcuminas em concentracoes de 10 e 20 —? para as curcuminas
m

. m : L :
Sigma e Natural e de10, 20 e 50 m—? para a curcumina Sintética e mediu-se a

absorbéancia no espectrofotbmetro.
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4.5.2 Experimento: Crescimento das bactérias

O experimento consistiu em fazer um pré-inoculo, de 60 ml para E. coli e S.
aureus e de 140 ml para S. mutans, com cada uma das bactérias e distribui-las em
diferentes tubos, com 10 ml para E. coli e S. aureus e de 5 ml para S. mutans, e
coloca-las na estufa a 37 °C +/- 2 °C e durante determinados momentos eram retiradas
aliquotas de 2 ml para leitura no espectrofotbmetro e em seguida fazia-se o

plagueamento em triplicatas.

4.5.3 Experimento: Caracterizacédo da centrifugacao

Neste experimento utilizou-se apenas 10 ml das bactérias E. coli e S. aureus,
em PBS, e em duas concentragées diferentes cada uma. Sendo uma em torno de 10°
bactérias por mililitro de suspenséo e outra, sua metade, em torno de 5 x 108 bactérias
por mililitro de suspensé&o. As quatro solu¢des foram colocadas na centrifuga durante
10 minutos para cada uma das rotacdes que variaram de 200 em 200 rpm iniciando-
se em 800 rpm e finalizando em 3000 rpm (1409 g). Em cada término do ciclo de
tempo de 10 minutos foi retirada uma aliquota de 2 ml do sobrenadante para leitura
no espectrofotometro.

4.5.4 Diluicdo do caldo bacteriano lavado e interacdo com curcumina

Para este experimento fez-se um pré-inoculo de 10 ml com cada uma das
bactérias e deixou-as para crescerem na estufa de um dia para o outro. Logo apos
elas foram retiradas e lavadas por trés vezes em PBS, utilizando-se a rota¢do de 3000
rpm (1409 g) por 10 minutos ao longo de todo o processo de lavagem.

Em seguida foi ajustado, acrescentando-se PBS ao meio, a concentragao das
solucdes bacterianas de modo que a absorbancia ficasse em torno de 2 para cada
uma delas. Entdo, foram retirados 12 ml dessa solugéo e colocados em um novo tubo
e iniciou-se o processo das diluicdes sequenciais, do tipo S.

Primeiramente retirou-se 6 ml do tubo e os distribuiu em 4 microtubos, do tipo

eppendorf, de 1,5 ml cada um. Em seguida adicionou-se outros 6 ml de PBS ao tubo
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de forma que o primeiro tubo retornasse a ficar com os 12 ml iniciais. Repetiu-se este
processo por sete vezes de forma que foram obtidos trinta e dois microtubos, sendo
quatro a quatro com as mesmas diluicdes. Estas diluicbes foram chamadas de
diluicbes S e variaram de So, suspensao bacteriana lavada obtida do caldo crescido,
até Sz, suspensao bacteriana obtida apds a sequéncia de dilui¢des.

Como solucdo de armazenamento, do inglés stock solution, utilizou-se das
~ : . ~ mg
solu¢des de curcuminas anteriormente preparadas na concentracdo de 10 ol para

m

cada uma das curcuminas.
Entdo, com o ambiente escuro tendo-se como solucdo de trabalho, do inglés

work solution, uma aliquota de 3 I, adicionou-se e agitou-se em cada uma das
diluicdes S. Esta quantidade de curcumina foi escolhida de forma que a concentracao
final de curcumina no microtubo fosse em torno de 50 x#Molar . Aguardou-se no escuro

um tempo de 5 minutos para que ocorresse a interacdo curcumina-bactéria e em
seguida centrifugou-se por 10 minutos a 3000 rpm (1409 g).

Em seguida, foram retiradas de cada micro tubo eppendorf , do mais diluido S
para o mais concentrado So, cuidadosamente, de modo a n&do perturbar o pellet
formado ou ndo ocasionar uma eventual turbidez do fundo do tubo, aliquotas de
aproximadamente 1 ml do sobrenadante para que fossem realizadas as medidas no
espectrofotdmetro.

Por fim, apds a realizacdo das medidas de absorbancia fez-se os respectivos
plagueamentos para as contagens de unidades formadoras de colbnias.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Buscando uma melhor organizacéo na apresentacéo do trabalho, o capitulo de

Resultados e Discussfes sera composto por trés grandes blocos:

1-  Sobre a caracterizacdo 6ptica de curcuminas obtidas de trés procedéncias
distintas em um bom solvente, o etanol, e um solvente aquoso, o PBS,
propicio para se estabelecer cultura viavel de bactérias;

2-  Sobre a utilizacdo de metodologias Opticas que podem ser aplicadas na
guantificacdo e caracterizacdo de bactérias;

3- Sobre a interacdo das curcuminas com a parede celular e a posterior

internalizacdo das mesmas nas respectivas bactérias.

5.1 Caracterizacao optica das curcuminas

7

A curcumina é pouco soluvel em agua com pH neutro devido a forte
hidrofobicidade da cadeia conjugada, e a indisponibilidade de um grupo polar forte
torna a molécula insoluvel ou moderadamente soluvel em solventes polares. Mesmo
assim, estas moléculas tém sido usadas com sucesso em ambiente aquoso pelas
suas potencialidades terapéuticas 6, porém os efeitos da solubilidade e estabilidade
estrutural em dgua ainda permanecem controversos ou pouco entendidos.®

Na presente secéo, a estabilidade estrutural da curcumina em solugéo aquosa
é investigada em detalhes e o processo de formacdo de agregados moleculares é
estudado através da realizacdo de medidas detalhadas espectroscopicas UV-Vis,
incluindo os efeitos de espalhamento Optico. A curcumina solivel em etanol sera
usada como um sistema molecular de referéncia que se encontra totalmente
solubilizado.

Para a realizacdo de todos os experimentos deste estudo, trabalhou-se com
trés curcuminas de diferentes procedéncias.

A curcumina da empresa Sigma-Audrich de referéncia C1386, Anexo 1,
composta por 84,87% de curcumina, 11,91% de demetoxicurcumina e 3,20% de

bisdemetoxicurcumina que sera designada por Sigma e destacada na cor vermelha,
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sendo que em todos os graficos em que esta curcumina apareca seus pontos estarao
também em vermelho.

Para as curcuminas da empresa PDT Pharma Ltda, a curcumina contendo em
sua composicao 57,64% de curcumina, 16,5% de demetoxicurcumina e 25,99% de
bisdemetoxicurcumina, que sera denominada por Natural e apresentara a cor laranja
nos graficos em todos os pontos em que apareca.

A outra curcumina sintetizada que contém 100% de curcumina e que sera
designada ao longo deste trabalho por curcumina Sintética na cor azul-petréleo nos

graficos e pontos em que aparecer.

5.1.1 Curcuminas em etanol

Para a obtengdo de um conhecimento mais detalhado e profundo para a
padronizacdo das trés curcuminas e uma possivel comparacdo entre suas
propriedades, foram realizadas previamente medidas de caracterizacdo Optica das
mesmas em diferentes concentracdes.

A espectroscopia por absorbancia pode dar informacéo quanto a degradacéo,
estabilidade estrutural (tautomerismo) e a formacédo de agregados. Etanol € um bom
solvente para a curcumina®® ¢ e esta solucdo serd utilizada como referéncia neste
trabalho.

O Gréfico 1(a) mostra um espectro tipico de absorbancia da curcumina Sigma,
linha vermelha, em uma solucao de etanol na concentracédo de 10 ﬁ]—? , isto &, 27 uM

(esta solucdo preparada foi deixada como solugdo de trabalho para os futuros
experimentos).
Utilizou-se a escala log no eixo das absorbéncias para melhor visualizar o

espectro para pequenas intensidades. A banda larga em baixas energias com
coeficiente de extingdo maximo em 429 nm ¢é associada a transi¢cdes opticas 77—
entre estados x-—conjugados. A absorbancia de 1,48, em linha continua preta,
corresponde ao valor de coeficiente de extingdo molar € de 5,2x10* M ‘cm™ em etanol
61 para a concentracdo de 27 uM e que coincide com valor maximo da banda em

429 nm . Este resultado indica que a curcumina Sigma em etanol possui propriedades
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opticas padrdes de um sistema molecular estavel. A transicdo em 262 nm tem sido
associada a transicbes n—~z devido a excitacdo de um elétron de pares isolados de
oxigénio para orbitais 7 —antiligante do grupo carbonila na curcumina. 2

Pode-se ver que o limite de detec¢do do espectrometro é dado pelo sinal da

linha de base acima de 600 nm para a solugdo de curcumina em etanol. Esse limite
minimo de deteccéo é para valores de absorbancia em torno de 107°. Esse limite é de
4x10™ para o espectrometro utilizado.

Se for considerado o efeito de espalhamento molecular que dependem de 1~*

elevam a linha de base para os niveis de 10°, a curva que representa essa
contribuicdo na absorbancia da curcumina é dada pela curva tracejada preta. O
espectro de cor cinza € a absorbancia da curcumina corrigida do efeito deste
espalhamento especifico, o que leva a linha de base aos valores de limite de detec¢éo
dado pelo aparelho.

Pode-se ver que o espalhamento Rayleigh pouco afeta a absorbancia da
curcumina para a concentraco utilizada. O ajuste da banda 77" leva a contribui¢&o
de duas bandas: uma em azul e outra em laranja com maximos em 365 nm e 434 nm
, respectivamente. A banda menos conjugada em 365 nm pode estar associada a
forma keto e a mais conjugada em 434 nm a forma enol devido a tautomerizacéo

keto-enol.48: 63
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Gréfico 1 - a) Espectro de Absorbancia na regido espectral UV-Vis para a curcumina Sigma em

etanol na concentragdo de 27uM. b) Absorbancia da curcumina Sigma medida em 449
nm para a faixa de concentra¢des molares tipicas utilizadas em IF. A concentra¢éo molar
foi estendida para a regido de 1 nM a 100 UM para evidenciar os limites superior e inferior
do espectrometro utilizado no presente trabalho. A linha vermelha corresponde ao ajuste
da Lei de Beer-Lambert e a linha preta corresponde ao valor do coeficiente de extingdo
medido na referéncia. O ajuste da banda n-rn* leva a contribuicdo de duas bandas: uma
em azul e outra em laranja com maximos em 365 nm e 434 nm, respectivamente.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O Gréfico 1(b) mostra a dependéncia da absorbancia da curcumina avaliada
em 429 nm em funcdo de sua concentragdo molar em etanol que varia na faixa de
doses tipicas de farmacos acima de 1 #M que séo utilizadas em experimentos de IF.

Esta dependéncia deve seguir a lei de Beer-Lambert se a espécie molecular se
encontra na forma monomérica ou livre. O Grafico 1(b) apresenta os dados, pontos
guadrados, em escala log-log estendida, o que ndo afeta a dependéncia linear
esperada, mas mostra os limites de deteccéo do espectrometro.

O limite superior ndo deve ultrapassar valores de absorbancia maiores que 3

I ~ a .
(TO :103j , uma vez que saturacdo da absorbancia comeca para valores maiores que

1. A reta continua preta € o0 ajuste dos pontos experimentais que fornece um

coeficiente de extingdo molar de 6,2x10* Mcm™ para a curcumina Sigma em etanol.
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A reta continua vermelha é obtida utilizando ¢=5,2x10" M “cm™ dado pela

literatura. 2 E interessante notar que o equipamento nos permite caracterizar a
curcumina na faixa de concentragbes molares variando acima de 3 ordens de
grandezaentre 5 nM e 30 uM .

Sendo o etanol um bom solvente para a curcumina, pode-se inferir do Grafico
1-a que ela apresenta as propriedades da curcumina livre através de seu pico de
absorbancia em 429 nm.

Estando livre, a molécula da curcumina apresenta a caracteristica de uma
molécula conjugada, em gque ao longo de sua cadeia carbdnica ha alternancia de
ligacbes simples e duplas.

Dentre as ligacdes duplas temos as ligagcdes do tipo o que séo ligacdes mais
fortes e estdo no plano espacial da molécula e as ligagbes do tipo que estdo
perpendiculares ao plano molecular.

Estas ligacdes do tipo 7, sdo mais fracas do que as ligacdes do tipo o e por

conta dessa posi¢cao espacial apresentam uma maior mobilidade para seus elétrons e

que ao serem irradiados estabelecem ligagbes 7—7n caracteristicos de ligacdes

conjugadas e picos e como o de 429 nm 6465

5.1.2 Estabilidade da curcumina em meio aquoso

A fotoinibicdo exige interacédo do fotossensibilizador com as paredes celulares
de microrganismos como bactérias e leveduras e a posterior internalizacdo do
mesmo no meio intracelular. Potenciais aplicacbes terapéuticas da curcumina
exigem entendimento da solubilidade em agua, uma vez que sua estabilidade e
solubilidade em agua permanecem pouco compreendidas.®6. 67, 68

Esta secdo trata da estabilidade da curcumina em meio aquoso a pH neutro e
temperatura ambiente de 27°C. Apesar da sua baixa solubilidade em agua, existem

condi¢cdes que aumentam sua biodisponibilidade para uso em IF.68



68

a) b)
_______________ 27 pM em Etanol L 64 uM em Etanol 100
Esperado) o
10°; ( .
3
10°- S
o o
— 101+ 163 pM em PBS (@)
o 10 M em o
& <
-E 5 1072200 400 600 800
B . 12 a2
"4 27 uyM PBS
10 el < 10'1- Centrifugada
< (PBS)
14 uM em PBS
10”4
T 10-2 T T 1
200 400 600 800 200 400 600 800
Comp. de Onda (nm) Comp. de Onda (nm)
Gréfico 2 - a) Espectro de Absorbancia na regido espectral UV-Vis para a curcumina Sigma em

etanol nas concentracdes de 14 uM, 27uM, 163 uM e de 270 uM. Neste gréfico fica
visivel que conforme h& o aumento da concentragdo também ocorre 0o aumento das
linhas de absorcdo e também uma mudanca na forma da linha, entre 600 e 800 nm,
gerada devido ao espalhamento associado provavelmente a formagéo de particulas
moleculares aglomeradas. b) Curvas normalizadas da absorbancia da curcumina Sigma
medida na regido espectral UV-Vis na concentracdo molar de 64 pM. A curva superior
mostra pelo espalhamento observado na regido entre 600 e 800 nm a formagéo de
particulas aglomeradas, hipotese esta confirmada e observada na curva inferior gerada
apos a centrifugagéo, a 15.000 rpm por 15 min, pelo desaparecimento do espalhamento
na regido entre 600 e 800 nm.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O Gréfico 2(a) compara as absorbancias da curcumina Sigma em etanol na
concentracdo de 27 uM , que é o espectro hachurado em cinza tido como referéncia,

e em solucdes aquosas em pH neutro para concentracdes molares variando na faixa
de 14 uM a 279 uM .

Estas solucdes foram preparadas e medidas apés um prazo de 3 horas. O
logaritmo da absorbancia mostra a evolugéo dos espectros da curcumina em agua em
fungédo da concentragdo molar. Primeiramente, é nitido o deslocamento vertical da
linha de base dos espectros com o0 aumento da concentragdo causado pelas perdas

devido a efeitos de espalhamento que seréo discutidos com mais detalhes a seguir.
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O aumento da concentracao de curcumina produz também um alargamento da

banda 7—7 para regides espectrais comprimento de onda maior que 500 nm . Estes
dois efeitos sdo causados pela formacdo de agregados moleculares que geram
estados moleculares de menor energia, como 0s agregados J, e cristais moleculares,
particulados, que produzem o espalhamento da luz.° 70. 71 72

E interessante observar que a solug¢do contendo concentra¢do de curcumina
igual a 14 uM , Gréfico 2(a), possui um alargamento espectral a baixas energias
devido a formacdo de agregados moleculares, porém a linha de base coincide com
aguela medida para a curcumina em etanol, ou seja, ndo ha formacéo de particulados

nessa concentracgao.

Nesse caso, 0 valor do maximo de absorbancia da banda conjugada 7—7
devido a curcumina livre é de 0,16 ou equivalente a concentracdo de
aproximadamente 2,9 uM de curcumina livre em solucgéo, o que é aproximadamente
5 vezes menor do que o valor esperado de0,75. Nesse caso, 78 % da massa de

curcumina em solucdo forma agregados moleculares enquanto 22% ainda se
encontra na forma molecular livre.

Ja a solucdo contendo concentracdo de curcumina duas vezes maior, 27 yM
, apresenta a linha de base deslocada devido a perdas de intensidade de luz por

espalhamento em particulados proporcional a4 ™. Considerando a subtracdo do

efeito desse espalhamento, a intensidade de absorbancia da banda conjugada 7 -7

é de0,26, 5,5 vezes menor que o valor esperado, o que equivale uma concentracao
de 4,7 uM de curcumina livre em solucdo aquosa.
Assim, a curcumina em solucdo aquosa na concentracdo de 27 uM possui

9% da massa na forma molecular livre e 91% na forma de agregados moleculares e
particulados.

Veremos que novas bandas aparecem na regido espectral de baixa energia,
comprimentos de onda acima de 500 nm, devido a agregados para concentracdes
maiores que 27 1M , o que dificulta a quantificacdo detalhada realizada acima através
das medidas de absorbancia.

Porém, agregados moleculares grandes e particulados podem ser removidos

por centrifugacéo. O Grafico 2(b), compara o espectro de absorbancia da curcumina
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em solucdo aquosa na concentragdo de 64 uM com o espectro da mesma solugéo
apos centrifugacéo de 15000 rpm, 17 g, por 10 min.

As transicdes Opticas entre estados conjugados 7 e 7* da amostra nao
centrifugada foram ajustadas pelas bandas originais oriundas de moléculas livres em
365 nm, linha pontilhada em azul no Grafico 2(b), e 434 nm, linha pontilhada em
verde no Grafico 2(b), com mesma posi¢cdes espectrais da amostra de referéncia no
Gréfico 2(a), e por mais duas bandas posicionadas em 485 nm, linha pontilhada em
vermelho, Gréfico 2(b), e 494 nm, linha pontilhada em preto no Grafico 2(b).

As perdas por espalhamento foram ajustadas por um comportamento do tipo

A7 ndo mostrada. O ajuste, linha continua em laranja Gréfico 2(b), coincide com os
pontos do espectro medido de absorbéancia em toda a faixa espectral ajustada com a
inclusdo das duas bandas novas em baixa energia com origem em agregados
moleculares.

Os efeitos da centrifugagcdo no espectro de absorbancia da amostra de
concentracdo de 64 uM descrita no paragrafo acima, Grafico 2(b), sdo a reducéo da
linha de base de uma ordem de grandeza devido ao espalhamento por particulados e
a reducéo drastica das novas bandas em baixa energia.

A forma de linha de absorbancia pode ser ajustada pelas bandas associadas a
moléculas livres em 365 nm, linha pontilhada em azul, e 434 nm, linha pontilhada em
verde, e por uma pequena contribuicho em baixa energia devido a agregados
moleculares em 516 nm, linha pontilhada em vermelho.

E interessante notar que as bandas associadas a curcumina livre estdo mais
resolvidas e que existe uma inversao de intensidades das contribuicGes associadas
ao tautdbmero enol em 434 nm e ao keto em 365 nm quando comparamos com as
duas contribuicdes da amostra ndo centrifugada.

O valor da absorbancia da componente em 365 nm em relacéo a linha de base
0,21, o que equivale a uma concentracdo de 3,8 uM . Essa concentracdo
corresponde a 1,4 g de curcumina livre, ou 7% da massa total em solucgéo.

A estabilidade da curcumina quanto a formacao de agregados moleculares e
particulados pode ser vista através evolucéo temporal dos espectros de absorbancia
na regiao entre 200 nm a 800 nm para curcumina Natural, Grafico 3(a), e Sigma

Gréfico 3-b, em solugdo aquosa na concentracao de 27 uM.
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Nesse experimento, espectros de absorbancia foram medidos a cada 5 min em
um tempo total foi de 4h. O Grafico 3 exibe apenas alguns espectros de modo a
mostrar a evolucao temporal e facilitar a visualizagcdo. Os espectros da amostra de
referéncia em etanol na concentragéo de 27 uM , espectro pontilhado em preto, estdo
presentes para comparacdo, bem como os limites de absorbéancia esperados para o

maximo da banda conjugada de 1,48, nessa concentracdo e para a deteccédo do

equipamento de 4x107*.

Ja4 o Grafico 2(b) em que sdo apresentadas as curvas de absorbancia
normalizadas da curcumina, na concentracdo de 64 uM, em que ha uma
comparacdo da curva centrifugada e da curva nao centrifugada observa-se
claramente reducao significativa do espalhamento na regiao entre 600 nm a 800 nm .
Esta caracteristica evidencia a formacao de particulas aglomeradas de curcumina,
caracteristica dessa regido espectral.®* ©°

A curcumina natural € muito estavel em &agua, Gréfico 3(a). O espectro de
absorbancia varia pouco com o tempo, porém a intensidade da banda conjugada para

tempo zero é de 0,57, ou seja, 38% do valor esperado para a curcumina em etanol.
Nesse caso, a massa de curcumina livre em solucdo é de 3,6 ug e os

restantes 6,4 ug formam agregados moleculares que s&do observados pelo

alargamento a baixa energia.
A absorbancia varia muito pouco e o alagamento devido a agregados
moleculares pouco varia até 4 horas de experimento. O comportamento da linha de

base pode ser ajustado pela dependéncia do tipoA™, portanto, sem a presenca de

espalhamento por particulados, ™" ,1<n<4.
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Grafico 3 - a) Espectro de Absorbancia na regido espectral UV-Vis para a curcumina Natural em
etanol na concentracdo de 27uM ao longo de 2 h e 50 min, deixando evidente que o
padrdo da curva ndo se altera e de que ndo9 ha a formagédo de aglomerados de
particulas moleculares. b) Espectro de Absorbancia na regido espectral UV-Vis para a
curcumina Sigma em etanol na concentracdo de 27uM ao longo de 2h e 50 min deixando
evidente a formagédo de aglomerados de particulas moleculares que é observado na
significativa modificagdo das curvas de absorbancia em que saem de particulas livres
inicialmente e vao para particulas aglomeradas apés as 2 h e 50 min.

Fonte: Elaborado pelo autor.

J& as curcuminas Sintética e Sigma apresentam instabilidade temporais no
intervalo de 3 horas de observacdo, Gréafico 3-b apenas da curcumina Sintética. O
espectro de absorbancia para tempo zero, em linha preta, apresenta intensidade da
banda conjugada de0,84, ou seja, 57% do valor esperado para a curcumina em
etanol.

Esse valor inicial corresponde a uma massa de curcumina livre em solucéo
aquosa de 5,7 ug, maior que o da curcumina Natural. No entanto, a presenca de
agregados moleculares maiores eleva a contribuicdo do espalhamento molecular, mas
que ainda apresenta comportamento do tipo A ™*.

A medida que o tempo aumenta a intensidade da fracdo de curcumina livre,
para 4<500 nm, ao mesmo tempo que a contribuicdo de luz espalhada aumenta,

para 4>500 nm. Este comportamento gera um ponto isosbéstico que pouco varia em
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torno de 550 nm. Um ajuste do comportamento do espalhamento foi realizado para
A>500 nm e extrapolado para toda a regido espectral analisada.

E interessante notar que a contribuicio do espalhamento por particulados varia

de tal forma que o comportamento A™", 1<n<4 , pode ser observado para diferentes
tempos durante o periodo de 4 horas.
O expoente n permanece constante em 4 durante os primeiros 70 min

indicando espalhamento tipo Rayleigh por moléculas livres e agregados moleculares
. ~ A e . : .
de dimensdo menor que 70 nm 10 O Grafico 3-b mostra ainda que a intensidade

desse espalhamento aumenta para 4 >500 nm, o que esta associado ao aumento da
concentracdo de agregados moleculares, fase de nucleagdo primaria envolvendo
agregados, e/ou aumento da sua secao de choque.

O valor de n passa de 4 para 1 rapidamente no intervalo de 25 min acima do
tempo de 70 min, nucleacdo secundaria envolvendo particulados maiores, e depois
permanece igual a 1 durante os 120 min restantes do experimento.

Esta variacdo decrescente do expoente n estd associada ao aumento do

tamanho dos particulados.

J=—1r<70 NM—

(aprox. Rayleigh) —@— Curcumina Sintética |
4 (SIGMA)

A

Nucleacéo
3 primaria

(Espalhamento Mie)

C 2 Nucleacao r>70 nm
secundaria
1 1
Fase A
estacionaria
0t——7——
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Gréfico 4 - Curva temporal de nucleacdo da curcumina Sigma em PPS, com a evolu¢do do tempo

observa-se uma transi¢éo do espalhamento Rayleigh para o espalhamento Mie.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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A evolucdo temporal da estabilidade da curcumina, em 10 uM , mostrada

acima nos Gréfico 3(a) e Grafico 3(b) podem ser mais bem analisada através da
Gréfico 4.

Os Gréfico 5 (a)-(c) comparam a variacdo temporal do valor da absorbancia
(mostrado em escala log) avaliado para 4 comprimentos de onda para a curcumina
Natural, Sintética | (Sigma) e Sintética Il (PDT Pharma), respectivamente.

A absorbancia foi monitorada nos comprimentos de onda de 355 nm (molécula
livre na forma keto, quadrados pretos), 420 nm (molécula livre na forma enol, circulos
vermelhos), 500 nm (agregados moleculares, triangulos verdes) e de 700 nm
(particulados, triangulos azuis), durante o tempo de estabilizacdo das solu¢cbes de
curcumina.

Pode-se observar uma grande estabilidade da curcumina Natural (Gréafico 5
(@)). Fora a formacdo quase instantanea de estados moleculares agregados
observado pela perda de massa de 64% de curcumina livre em agua descrita acima,
a curcumina se mantém estavel quanto a formacao de agregados particulados.

Isso pode ser visto pelo fato do valor da absorbancia permanecer dentro dos
niveis de deteccdo em 4x10 (linha azul) e pela pouca variacdo da absorbancia para
0S outros cumprimentos de onda monitorados.

Esta estabilidade temporal da curcumina natural ndo € observada para as
curcuminas Sintética | (Grafico 5 (b)) e Sintética Il (Grafico 5 (c)). Pode-se observar
gue a absorbancia envolvendo estados conjugados da curcumina livre em 355 nm e
420 nm diminui continuamente nos primeiros 130 min e depois se estabiliza nos 110
min restantes para as duas curcuminas sintéticas.

Pode-se notar que a componente enol mais conjugada da absorbancia em 420
nm cai mais rapidamente do que a componente keto em 355 nm, o gera a inversao de
intensidade observada acima. J4 a regido da formacdo de agregados moleculares
sondado em 500 nm aumenta e depois diminui nos primeiros 90 min e se estabiliza
até o final do experimento.

Na regido do espalhamento por particulados, a absorbéancia aumenta
continuamente até 130 min e se estabiliza para tempos maiores. A escala monolog
expandida até os limites de deteccdo do equipamento mostra a evolu¢cdo, mas nao

mostra o comportamento da estabilidade de forma fidedigna.
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Como o espalhamento aumenta, deve-se subtrair esse efeito na variacao
negativa da absorbancia envolvendo estados de molécula livre e agregada. Isso sera
tratado com mais detalhe abaixo.

As Grafico 5(d)-(f) mostram a mesma variagdo temporal do valor da
absorbéancia (mostrada agora em escala linear) das Grafico 5(a)-(c), fazendo agora a
comparacao entre as diferentes curcuminas Natural (quadrados pretos), Sintética |
(Sigma, (tridangulos azuis) e Sintética Il (PDT Pharma, tridangulos verdes) para os
comprimentos de onda 420 nm (molécula livre na forma enol), 500 nm (agregados
moleculares) e de 700 nm (particulados).

Primeiramente, pode-se ver que 0s pontos proximos ao tempo zero possuem
absorbancia maior para a molécula livre em 420 nm e que representam a etapa final
do processo rapido de perda de massa de moléculas livres (pontos azuis para as
curcuminas Sintéticas |, Sigma, e verde para a sintética Il, PDT Pharma) para
agregados moleculares nos primeiros minutos de preparacdo das amostras.

Esse comportamento ndo mostrado nas Grafico 5(d)-(f) € denominado de
processo zero no presente trabalho. A formacgéao de agregados moleculares pequenos
nessa fase 0 ndo computada € demonstrada pelo forte aumento da absorbancia
associada a estados agregados em 500 nm logo nos primeiros minutos de medida
para as curcuminas sintéticas.

Desconsiderando o processo zero inicial em que ocorre uma rapida de perda
de massa de curcumina livre da solucéo para agregados moleculares, a Grafico 5 (d)
permite inferir a porcentagem da massa de curcumina livre no tempo inicial de
monitoramento t=0 min em relacdo a massa nominal utilizada na preparacdo da
solucdo de 10 uM (10 png em 1 ml): a curcumina Sintética | comec¢a com a maior da
massa inicial em torno de 56%, a Sintética Il com 44%, enquanto que a Natural possui
35% de sua massa inicial para t= 0 min.

ApoOs esta grande perda inicial, a massa da curcumina Natural se estabiliza
nesse valor do mesmo modo que a contribuicdo dos agregados moleculares
monitorado em A=500 nm (Grafico 5 (e), quadrado preto) e, como vimos acima, nao
ha formacéo de particulados (Figura Grafico 5(e)), quadrado preto).

As Grafico 5(d)-(f) mostram de forma clara outros regimes de variacao temporal
da absorbancia para as curcuminas sintéticas para t>0 min. No primeiro regime

(regime 1), as absorbancias em 420 nm associada a moléculas livres diminuem
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linearmente (Grafico 5 (d)) a uma taxa de aproximadamente 0,016 ug/min no intervalo
entre 0-75 min para a curcumina Sintética | e entre 0-40 min para a Sintética Il.

Ao mesmo tempo, a fracdo de agregados moleculares aumenta rapidamente,
atinge um maximo e cai continuamente dentro do regime 1 para as duas curcuminas
sintéticas (Grafico 5 (e)).

Ja a formacéo de particulados monitorado em 700 nm aumenta linearmente
(Gréfico 5 (f)) nesse primeiro intervalo de tempo (regime 1). Esses resultados mostram
gue agregados moleculares estdo sendo gerados e os mesmos formam particulados
que produzem. O aumento do espalhamento na casa de 102 é pequeno para
influenciar as variagces na absorbancia das moléculas livres e agregados moleculares
no regime 1.

Ap0Os o primeiro regime, a massa de curcumina livre cai rapidamente (Grafico 5
(d)) a uma taxa de 0,15 pg/min intervalo de tempo entre 75-125 min para a curcumina
Sintéticas I, Sigma, (pontos azuis) e entre 40-125 min para a sintética I, PDTPHARMA
(pontos verdes).

Nesse segundo regime, agregados moleculares diminuem ainda mais
formando particulados maiores (Grafico 5 (e)) e se estabiliza apdés 80 min de
dependéncia temporal. A queda rapida da fragcdo de molécula livre também contribui
para o aumento expressivo significativo da concentracéo de agregados particulados
no regime 2 (Grafico 5 (f)) para as duas curcuminas sintéticas até o tempo de 125 min.

Apols esse regime, as variacfes da absorbancia terminam indicando uma
estabilidade da solucdo (regime 3). Descontando a contribuicdo do espalhamento
nesse regime, a massa de curcumina livre que permanece em solugéo é de 0,055 pug
(~0,6% da massa nominal) para a Sintética | e 0,035 ng (ou ~0,4% da massa nominal)
para a Sintética 2. Ja a massa final da curcumina Natural € de 2,6 ug (~1/4 da massa
inicial).

Os outros 3/4 da massa inicial de curcumina Natural se encontram na forma de
agregados moleculares em equilibrio estavel com as moléculas livres.

A dindmica medida acima é de fundamental importancia para estabelecer

estratégias para o uso terapéutico da curcumina.
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Grafico 5 - Dinamica temporal da densidade 6ptica nos comprimentos de onda de 355 nm, 420 nm,

500 nm e de 700 nm para avaliacdo dos trés tipos de curcuminas. Observa-se
primeiramente a estabilidade da curcumina Natural em relagdo as outras duas que
apresentam comportamento semelhantes ao longo do tempo. Acredita-se que a primeira
subida da curva de espalhamento esteja associada a conversdo de agregados
moleculares para particulados, enquanto a segunda subida esteja associada a
conversdo de ambas formas livres diretamente para 0 aumento de tamanho dos
agregados particulados.
Fonte: Elaborado pelo autor

Ao monitorar as densidades Opticas nos comprimentos de onda de 355 nm, 420
nm, 500 nm e de 700 nm, relativos aos estados livres e agregados para cada tipo de

curcumina durante o tempo de estabilizagdo das solu¢gdes de curcumina (Grafico 5),
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observamos uma grande estabilidade para a curcumina Natural, uma taxa de
conversdo das curcuminas nas formas livres e de agregados moleculares para
agregados particulados para a curcumina Sintética e da Sigma.

Também, nota-se um efeito inesperado para a curcumina Sintética, quando
comparado as outras duas, na qual hd um decaimento na densidade Optica nos
comprimentos de onda escolhidos para a analise.

Especificamente, para as curcuminas Sintética e Sigma, acredita-se que a
primeira subida da curva de espalhamento esta associada a converséo de agregados
moleculares para particulados, enquanto a segunda subida esta associada a
conversdo de ambas formas livres diretamente para o aumento de tamanho dos
agregados particulados, provavelmente ligando-se a superficie destes, uma vez que

essas conversdes podem ser observadas em tempos distintos.

5.2 Internalizag&o de curcumina em biofilmes

Esta secdo é dedicada ao estudo da internalizacdo da curcumina em S. mutans
nas formas de biofilme e planctbnica através de microscopia confocal utilizando
excitacao por 2 fotons em 800 nm. Figura 8(a) € uma imagem no modo canal de um
plano confocal proximo a lamina de vidro da célula de cultura de uma imagem 3D.

Os perfis laterais de dois cortes transversais (linhas amarela e verde) sao
mostradas em cima e a direita e ddo informacgdo da morfologia dos biofilmes de S.
mutans contendo curcumina estudados na presente secdo. Os biofilmes séo
homogénios e possuem espessura maxima de 14 um.

As Figura 8(b) e (c)mostram imagens no modo canal no mesmo plano focal em
alta ampliacdo da forma planctonica da S. mutans cultivada por 24 horas em células
de cultura proprias para microscopia.

As bactérias foram coradas com o marcador live&dead para avaliar a
viabilidade da cultura celular. Uma fragdo muito pequena das bactérias ndo viaveis foi
corada de vermelho do brometo de etidio. A maioria das células possui a coloragédo
verde do laranja de acridina, indicando a integridade da parede celular, que € o
principal requisito para os estudos de internalizacdo de fotossensibilizadores

apresentados nessa secao.
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O alto contraste nas imagens se deve ao grande acumulo de curcumina e de
marcador no interior da S. mutans. E importante salientar que a excitagéo por 2 fétons
e 0 uso de uma objetiva de 40x-4gua com abertura numérica NA=1,2 produz um
volume focal de 0,04 femtolitros (15 vezes menor que o volume da bactéria de 0,6
femtolitros) é capaz de resolver e obter informacéo do interior de uma Unica bactéria

nos biofilmes.

Figura 8 - Imagens de microscopia confocal de S. mutans a) coradas com curcumina e com 0
marcador live&dead para b) menor e ¢) maior ampliagdo
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Biofimes de S. mutans ndo muito densos foram preparados nas mesmas
condi¢cBes para os estudos da internalizacdo da curcumina. Um exemplo de biofilmes
contendo curcumina pode ser visto na imagem no modo espectral de um corte
confocal desse biofilme (Figura 9(a)).

Esse experimento utilizou solucdo aquosa (PBS) com curcumina SIGMA na
concentracdo de 167 uM e tempo tipico de incubacdo por 1 hora. A Figura 9(b)
compara espectros de emissao da curcumina medidos em trés regides de interesse
(ROI) distintas: no biofilme (ROI 1), no particulado (ROI 2) e na solucéo (ROI 3).

A curcumina internalizada na S. mutans (ROI 1) apresenta emisséo deslocada
para 0 azul com méaximo em 495 nm, tipica de curcumina na forma livre (ndo
agregada).

Ja particulados de curcumina (ROI 2) apresentam coloracdo amarela e emisséo
deslocada para o vermelho com maximo em 558 nm. A emissdo da curcumina em
solucao é muito pequena (ROI 3) devido ao estado agregado dessa molécula.

Estas caracteristicas conferem um alto contrate de intensidade e nos modos
espectral e de tempo de vida nas imagens confocal, o que permite que cada bactéria

seja resolvida individualmente no biofilme.



81

—o— Biofilme (ROI 1)
—o— Particulado (ROI 2)
—2— Solucéo (ROI 3)

160 4

-

N

o
L

Intensidade (u.a.)

S
o
L

0 | LPBPANAAMAAAAANIAAAMAMAARAAA
1

400 500 600 700
Comprimento de onda (nm)

3

@ 10°4

N ]

©

g 1074

Z -

8 -2 ..."

% ] o Biofime (ROI 1) .

c ] o Particulado (ROI 2) ; 0o

L 10 - T - , . . : ]

E 00 0,5 1,0 15 2,0
Tempo de decaimento (ns)

Figura 9 - a) Imagem de um corte confocal de biofilme apds incubacgdo por 1 hora em solugéo

aquosa (PBS) de curcumina SIGMA na concentracdo de 167 uM. b) Comparacao entre
espectros de emissdo da curcumina medidos em trés regides de interesse (ROI )
distintas: no biofiime (ROI 1), no particulado (ROI 2) e na solugdo (ROI 3). c)
Decaimentos da fluorescéncia da curcumina internalizada em células de um biofilme de
S. mutans e na forma agregada em particulado

Fonte: Elaborada pelo autor.

Este contrate se reflete nas imagens de tempo de vida (hdo mostrado). Os
decaimentos da fluorescéncia (Figura 9(b)) da curcumina internalizada &
monoexponencial (com tempo de vida t=0,49 ns) quando esta internalizada nas
células de S. mutans no biofilme, que é um comportamento caracteristico de molécula
livre, condicdo necessaria para se ter alta eficiéncia na geracao de oxigénio singleto
durante o processo de fotoinativagao.

O decaimento da emissdo da curcumina agregada na forma de particulado

pode ser ajustado por duas exponenciais com dois tempos de vida mais curtos em
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0,10 ns e 0,23 ns. O decaimento rapido da curcumina agregada ou em particulados
se deve a processos néo radiativos competitivos que elimina o estado excitado e que
compete eficientemente com os processos envolvendo o estado excitado na formacao
de espécies reativas.

A dindmica da incorporacédo da curcumina em células de S. mutans em biofilme
e na forma planctdnica pode ser avaliada através séries temporais medidas por
microscopia confocal em funcdo da concentracdo (Gréfico 6). Imagens microscopia
confocal foram feitas em intervalos de tempo sucessivos apos a introducao de 300 uL
de solucao de curcumina SIGMA diluida em PBS na célula de cultura.

Cuidado foi tomado para preparar as solugées de curcumina e introduzi-las
imediatamente na célula de cultura para se ter maior concentracdo da forma livre da
curcumina, conforme visto na secao anterior.

O plano confocal foi escolhido préximo a lamina de vidro para se ter a forma
planctdnica e o biofime na mesma imagem (Gréfico 6(d)), bem como para evitar
efeitos de filtro interno ou reabsorcao da emissao durante a incorporacao.

O Grafico 6 compara a variacao da intensidade de emissdo da curcumina em
fungéo do tempo de incubagé&o dentro do intervalo de 20 min para regides de interesse
dentro do biofilme (circulos abertos), na forma planctonica (quadrados abertos) e em
solucgéo (triangulos abertos) para a concentracao de curcumina de 169 uM.

A emissao da curcumina aumenta exponencialmente conforme o ajuste (linhas

continuas) através da fungédo 1 =1_[1-exp(-t/t,) | em diferentes tempos caracteristicos

to até atingir o regime de saturacao lsat. O tempo to obtido no ajuste exponencial € de
3,5 min para o biofilme e de 1.1 min para a forma planctonica.

O tempo de internalizacdo longo nas células na regido de interesse dentro do
biofilme deve incluir o processo lento de permeacdo da molécula livre ao longo da
matriz porosa de polissacarideos do biofilme estudado neste trabalho.

Ja o tempo mais curto de internalizacdo na forma plancténica inclui a interacéo
da curcumina livre com a parede celular e a sua difusédo por essa parede até atingir o
meio citoplasmatico.

Pode-se ver na Gréafico 6(a) uma grande diferenca entre as intensidades
medidas na forma plancténica e no biofilme. Esta incorporagcéo diferente para o
biofilme e para a forma planctonica impde certa seletividade na fotoinativagdo das

bactérias sera discutido mais a frente.
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O regime de incorporacao fora do equilibrio, descrito pelo termo exponencial,

depende do gradiente de concentracao e do coeficiente de difusdo no meio dado pelas

leis de Fick.”® Ja no regime de saturacdo, o gradiente de concentracédo é nulo e a

difusdo é descrita em termos do movimento browniano dado pela teoria de Einstein.
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a tomada da imagem.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Como a intensidade da emisséo da curcumina em solucéo é baixa, a Grafico 6

(b) mostra dependéncia dessa emissdo em escala ampliada. Nesse caso, a

intensidade decresce com o tempo de incubacdo e esse comportamento pode ser

ajustado por duas exponenciais decrescentes: uma queda inicial rapida dada por uma

constante de tempo t igual 3,5 min e outra com queda mais lenta com t igual a

aproximadamente 20 min.
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A gqueda rapida da intensidade pode ser explicada pela deplecdo da pequena
fracdo de curcumina livre em solucdo devido a sua incorporacédo nas células de S.
mutans presentes na solucdo no biofilme e na forma plancténica (ver Grafico 6(a)). A
segunda queda se deve as perdas da curcumina livre no processo lento de formacéo
de agregados e particulados descritos na secéo anterior.

E importante estudar a dependéncia da internalizacdo da curcumina em funcéo
da concentracdo. O processo de permeacao molecular em uma matriz porosa de um
biofilme depende basicamente do coeficiente de difusdo da curcumina na solugao
salina de PBS e do gradiente local de concentracéao molecular que € influenciado pelas
perdas de curcumina para a matriz através da internalizacdo nas células ou pelas
interagBes com a rede local de polissacarideos.

Esse processo de permeacdo na matriz do biofilme entra no regime
estacionario quando o gradiente de concentracdo da molécula livre é zero.

A Gréfico 6(c) compara a dependéncia temporal da incorporacdo da curcumina
em biofilme de S. mutans para varias concentracdes molares. Pode-se ver que o
tempo caracteristico de incubacéo t diminui com o aumento da concentra¢cdo nominal
de curcumina na solucédo de PBS.

Este resultado segue a primeira lei de Fick, ou seja, o fluxo de curcumina
depende do gradiente de concentracdo de curcumina. Aqui, deve-se considerar a
concentracado da fracdo de curcumina livre, ndo agregada, que tém coeficiente de
difusédo maior.

Este resultado indica que a fracdo de curcumina livre na solucéo nas condi¢cdes
do experimento € proporcional a concentracao nominal de dessa molécula na solucéo.
O aumento da intensidade da emiss&o da curcumina na condi¢éo de saturacao para
a curcumina no biofilme também corrobora para a veracidade desta afirmativa.

A Grafico 6(a) mostra que a intensidade da emissdo da curcumina acumulada
dentro da célula no biofilme é pelo menos 4 vezes maior que a emissao nas células
plancténicas. E importante salientar no € um artefato de captacdo de luz em um meio
mais denso pelo volume confocal, que é capaz de resolver a forma de uma bactéria
isolada conforme a Figura 8.

Este volume é da ordem de 0,03 um? (~0,03 femtolitros) para a objetiva utilizada
de imersdo em agua e abertura numérica de 1,2 ’® enquanto que o volume médio da

S. mutans é de 0,6 um?3.
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Desta forma, a emissdo medida pelo microscépio € aquela provinda do interior
de uma dnica célula de S. mutans. Nessa condicédo de saturacao, a concentracao de
curcumina livre dentro e fora da célula deve ser a mesma, conforme serd visto mais a

frente.
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Figura10 -  a) Imagem no modo canal de um plano focal préximo a lamina de vidro de S. mutans na

forma de biofilme e planctbnica para curcumina em PBS na concentracdo de 169 uM. b)
Esquema da configuragdo Optica para a imagem. ¢) A mesma imagem, para a qual os
pixels com intensidade maior que 50 foram marcados de vermelho conforme d)
histograma que fornece o nimero de pixeis para cada intensidade medida.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 11(a) € a imagem no modo canal de um plano focal préximo a lamina
de vidro de S. mutans (Figura 11(b)) na qual estdo presentes as formas de biofilme e
planctdnica expostas a curcumina na concentracédo de 169 uM em PBS.

Os biofilmes tém espessura de aproximadamente 14 um. O contraste nessa
imagem € muito grande entre as intensidades de emissao na solucdo (preto) e no

biofilme (verde mais intenso). A Figura 11(c) é a mesma imagem (contendo 989
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kpixeis), em que os pixeis com intensidade maior que 50 (34% dos pixels) foram
marcados de vermelho conforme o histograma da Figura 10(d) que fornece o nimero
de pixeis para cada intensidade medida.

Observe que os pixeis marcados de maior intensidade tem origem nos
biofilmes. Os pixels correspondendo a intensidades préximas de 0 (em preto) estao
associados a emissao da curcumina em solucdo devido a baixa concentracdo de
curcumina livre e a presenca de agregados de baixa eficiéncia de emisséo.

Emissbes intermediarias tém origem nas bordas do biofiime e na forma
planctonica da S. mutans. Emissdes com origem nas células sao eficientes e se deve
ao alto acumulo da molécula livre nessa bactéria.

O espectro de emisséo da curcumina pode dar uma informagéo qualitativa de
sua concentracdo no meio celular ou em solugédo. Geralmente, agregacao molecular
gera estados eletrénicos de agregados de baixa energia.

Excitacdo por 2 fétons pode acessar estes estados de agregados de forma
seletiva e o deslocamento espectral para o vermelho depende da natureza e da

concentracao desses agregados.
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Gréfico 7 - Comparacdo entre espectros de emissdo da curcumina em diferentes meios para

diferentes concentragdes. O espectro de curcumina em emulsdo em baixa concentracao
€ usado como referéncia,
Fonte: Elaborado pelo autor.
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A Grafico 7compara espectros de emisséo da curcumina em diferentes meios
para diferentes concentracfes. O espectro de curcumina em emulsdo em baixa
concentracéo, usado como referéncia, apresenta emissao estreita na faixa do azul
(488 nm).

O espectro da curcumina formando particulado € largo com maxima intensidade
em 566 nm. A emissao da curcumina dentro das células no biofilme se desloca para
o vermelho com o aumento da concentracao nominal da solugéo de PBS, o que leva
ao aumento da concentracdo da curcumina nas células e a formacao de agregados
(Grafico 6(c)).

A curcumina dispersa em solucdo de PBS de 169 uM apresenta maximo de
emissdo em 543 nm e, portanto, se encontra na forma agregada. Pode-se inferir
destes resultados que esse agregado molecular se desfaz em curcumina livre ao
interagir com o biofilme ou com a parede celular da bactéria, permitindo o acumulo
eficiente nas células.

Geralmente, o interior de biofilmes tém pH<5,5.7% E interessante notar a
incorporacao da curcumina no biofilme de S. mutans néo é prejudicado por este meio
acido (Figura 11(c)), o que é favoravel para a desconstrucdo do biofilme por PDI no
ambiente bucal.

E interessante investigar o processo de internalizacdo uma vez que as células
da forma plancténica internalizam a curcumina livre enquanto ela se encontra na forma
agregada fora do ambiente celular. Para isso é preciso entender se a curcumina
internalizada se encontra ligada sem formar agregados a algum tipo de organela no
interior das células ou se ela se encontra livre nesse ambiente.

A técnica que mede a recuperacdo da fluorescéncia apés fotodegradacao (do
inglés, Fluorescence Recovering After Photodegradations ou FRAP) pode dar
informacdes sobre o estado molecular ligado ou livre no interior das células sem alterar
o estado de equilibrio estacionario (a difusdo molecular é regida apenas pelo
movimento Browniano e néo por gradiente de concentracéo).

Cuidado principal deve ser tomado para que a fotodegradacdo nao produza
dano a parede celular que controla o fluxo molecular. Os dados acima mostram que a
S. Mutans acumula muito mais curcumina no seu interior do que aquela que se

encontra no meio externo dentro do biofilme na saturacéo.
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A Figura 11(a) ilustra como foi feito o experimento de FRAP. Primeiramente, a
imagem no modo canal foi feita em um plano focal préximo a lamina de vidro da célula
de incubacéo contendo solucéo de curcumina em PBS a 169 uM.

A area escolhida para a fotodegracéo corresponde ao quadrado vermelho (ROI
1) de um biofilme espesso. As regides de controle do experimento sdo a de um
biofilme (ROI 2) fora da ROI 1, a ROI 3 na solucao e a ROI 4 sobre um particulado.

A Figura 11(b) é o grafico log da intensidade de emissédo da curcumina avaliada
nessas regides em funcéo do tempo de aquisicdo das imagens definido pelos pontos
abertos. Os pontos abertos vermelhos mostram que foram realizados uma sequéncia
de 5 fotodegradacdes no plano da ROI 1.

Cada fotodegradacao foi feita até a intensidade de emisséo cair 20%, o que €
feito com uma dose de luz de aproximadamente 0,6 J/cm?. Esta dose esta abaixo do
limiar para produzir danos na membrana.

A partir desse limite foram realizadas 20 imagens a cada 30 segundos para
acompanhar a recuperacdo da fluorescéncia e assim sucessivamente. As
intensidades no particulado e na solucédo se mantiveram constantes ao longo de todo
0 experimento.

Ja a emissdo da curcumina caiu no biofilme da ROI 2 devido a fotodegradacédo

produzida durante a varredura das indmeras imagens utilizadas para o experimento.
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Figura 11 - a) Regides de interesse no experimento de FRAP na imagem no modo canal para as

condi¢des de solucdo de curcumina em PBS a 169 uM. b) Grafico log da intensidade de
emissdo da curcumina avaliada nessas regiées em funcdo do tempo de aquisicdo das
imagens. ¢) Comparagéo da recuperagdo da fluorescéncia para véarias concentracdes
(pontos abertos) e as linhas continuas sdo ajustes por fungdes que descrevem o
processo através de um tempo caracteristico ti.

Fonte: ROMANO.?®

E interessante observar na Figura 11(b) que ha uma recuperacdo de 100% na
fluorescéncia avaliada na regiao fotodegradada no interior do biofilme. Este patamar
de recuperacéo, bem como a taxa de recuperacdo nao varia para as fotodegradacoes
sucessivas.

Estes resultados indicam que a dose entregue para fazer os 20% de
fotodegradacdo ndo é suficiente para danificar a membrana. Resultados no nosso
grupo'®> mostram que o dano na membrana produz maior internalizacdo de
fotossensibilizadores, ou seja, a taxa de troca das moléculas fotodegradadas aumenta
e a recuperacgdo € maior que 100% nesse caso.

Como a fluorescéncia se origina da curcumina no interior das células, a
recuperacdo se deve a troca das moléculas fotodegradadas nesse ambiente pelas
moléculas de curcumina ndo degradadas que entram no plano da ROI 1 por difusédo

simples limitada pela matriz porosa do biofilme e pela parede celular da bactéria.
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A recuperacdao total da fluorescéncia depende da concentracdo como pode ser
visto pelos dados experimentais (pontos abertos) na Figura 11(c). O processo de
recuperacdo da fluorescéncia descrito pelos ajustes (linhas continuas) ndo € uma
funcdo simples. 1°

Por isso, o valor do tempo ti2 para a recuperagéo de 50% da intensidade foi
utilizado como parémetro tipico. Os tempos ti2 medidos estédo entre 12 e 42 s para
concentragdes entre 27 e 189 uM. Os tempos ti2 S&o muito menores aos medidos na
Grafico 6, pois 0 processo de internalizacdo naquele caso envolve da permeacao lenta
pelo biofilme.

Assim, podemos concluir que a internalizagdo da curcumina é limitada pelo
processo de permeacdo e nao pela internalizacdo na membrana celular.

O resultado anterior mostra que doses de luz menores que 1 J/cm? entregues
nas condicbes do microscopio confocal ndo produz dano a parede celular da S.
Mutans. Estas condicbes de iluminacdo ndo alteram também o processo de
incorporacdo da curcumina nas células. E interessante investigar as doses que s&o
suficientes para provocar alteracdes na parede de modo a produzir morte celular.

O experimento a seguir pretende entender melhor aspectos associados a
inativacdo das células pela acédo da luz apds a internalizagdo da curcumina. Aqui €
importante determinar a dose de luz necesséria para produzir desativacdo a célula
através de danos associados principalmente a parede celular para uma dada dose de
curcumina.

O experimento é composto por duas partes. A primeira parte seria a aplicacao
de doses altas (D>>1 J/cm?) sucessivas e acompanhar sistematicamente o seu efeito
acumulativo ap6s cada dose luz através de microscopia confocal. Efeitos importantes
seriam, por exemplo, a fotodegradacdo da curcumina e mudancas das taxas de
incorporacdo dessa molécula através da parede celular.

A segunda parte, seria acompanhar a evolucdo da atividade microbial apés a
aplicacdo da dose total através de uma série temporal de imagens utilizando baixa
dose (D<<1 J/cm?) sem produzir danos ou fotodegradacdo mensuraveis.

Nessa parte serdo utilizados marcadores fluorescentes que tém internalizacéo
seletiva pela parede celular, mas a parede perderia a seletividade apos a producéo

de danos irreversiveis.
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Gréfico 8 - a) Primeira parte: intensidade da emissé@o da curcumina dentro da regiéo de interesse

(circulo em vermelho da imagem inserida) em funcdo da dose acumulada. A linha
pontilhada é a superposicdo de dois efeitos descritos por 11 e 12 para a mesma dose
caracteristica de 9 J/cm2. b) Segunda parte: evolugéo temporal da intensidade emissao
da curcumina (pontos abertos verdes) no interior mesma regido da primeira parte
(quadrado verde) medida logo ap0s a aplicacéo da dose de aproximadamente 100 J/cm2
da primeira parte. A figura mostra trés imagens em trés tempos distintos da serie

temporal.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Na primeira parte, doses de luz sequenciais sdo aplicadas em uma regidao do
plano confocal dentro de um biofilme de S. Mutans em PBS contendo curcumina a
162 uM. Uma dose nominal de aproximadamente 6 J/cm2 é aplicada por pixel de
imagem para cada imagem sucessiva da regido analisada.

O tempo por imagem € de 30 s. A imagem da regido do plano focal para dose
zero esta inserida na Grafico 8(a). A figura também mostra a intensidade da emisséo
da curcumina dentro da regiao de interesse (circulo em vermelho) em funcéo da dose

acumulada.

A intensidade medida cai rapidamente 46% do valor inicial antes de saturar
para uma dose acima de 30 J/cm?. Esse comportamento da emissdo da curcumina |
no interior das células (curva continua verde) pode ser explicado pela superposicao

de dois efeitos que ocorrem concomitantemente.
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O primeiro efeito esta associado ao decréscimo da intensidade de emisséo 11
devido a fotodegradacdo da curcumina e que é descrita por uma exponencial
decrescente 11=101[exp(-D/D0)] (curva pontilhada vermelha), que para o caso, o valor
da dose tipica DO é igual a 9 J/cm?, sendo que 101 é a intensidade inicial na primeira
parte do experimento.

O segundo efeito se deve ao aumento da internalizacdo de curcumina
produzido por danos irreversiveis na parede celular produzidos pela curcumina no
processo de inativacéo induzido por luz. Cada dose aplicada produz o aumento do
dano acumulado e maior € a internalizacao.

Portanto, o aumento da intensidade da curcumina no interior da célula pode
descrito pela intensidade 12 através de um crescimento exponencial dado por
I2=Isat1[1-exp(-D/DO0)] (curva pontilhada vermelha) com o mesmo valor da constante
Do=9 J/cm?.

A constante Isatl da a saturacdo desse processo, ja que a fotoatividade da
curcumina é reduzida pelo rapido processo de fotodegradacao descrito por 11 no
primeiro experimento. Assim, o comportamento da a intensidade de emissédo da
curcumina com a dose aplicada € bem descrito pela superposicédo destes dois efeitos,
ou seja, I=11 +12. D0=9 J/cm? é a dose que produz a reducdo de 63% das curcuminas
ativas dentro da regidao estudada.

Nessa situagdo, a curcumina foi excitada 3x10%® vezes antes de se
autofotodegradar pelas espécies reativas que produz. Moléculas como a rodamina
sdo robustas a ponto de serem fotoexcitadadas 10° a 10’ vezes antes de se
fotodegradar.’®

A passagem do estado excitado singleto para o tripleto por converséo interna é
muito restrito nessas moléculas robustas. Ja esse processo € muito provavel para a
curcumina, o que faz dela um bom fotossensibilizador. Fotodegradacdo de uma
molécula significa que ela € um bom gerador de estado excitado tripleto e,
consequentemente, pode ser um bom gerador de espécies reativas.

A segunda parte do experimento pretende mostrar que a parede celular sofreu
os danos irreversiveis conforme descrito acima. Esse experimento acompanha a
evolugao temporal da intensidade emissao da curcumina no interior mesma regiao da
primeira parte (quadrado verde), medida logo ap0s da aplicacdo da dose final de

aproximadamente 100 J/cm? na primeira parte.
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Na segunda parte, a area da imagem foi ampliada para fazer comparacao entre
uma area néo irradiada e aquela que sofreu a aplicacéo de doses sucessivas (Grafico
8(b)). Essa figura mostra trés imagens em trés tempos distintos da serie temporal e a
evolucdo da intensidade da emissdo (pontos abertos verdes) dentro das células
medida na regido da area do quadrado verde em funcéo do tempo.

Nesse caso, as doses utilizadas por pixel de imagem foram menores que 1
J/lcm?, o que néo produz danos ou fotodegradacdo mensuraveis durante a microscopia
utilizando curcumina. Pode-se ver que a intensidade dessa molécula no interior das
células aumenta gradativamente até 8 vezes do valor da intensidade de saturacao Isat,
obtida no final da primeira parte do experimento, até atingir um processo de saturacao
apos 6 min.

Esse comportamento descreve o acumulo gradativo da curcumina no interior
da célula que atravessa a membrana através dos danos feitos na parede celular. O
aumento da curcumina nas células € dado por uma exponencial crescente da forma
I=lsatz[1-exp(-t/t2)]+lsan (curva verde continua) sendo que t2=3 min € 0 tempo
caracteristico do crescimento exponencial e lsarz a intensidade de saturacao final do
processo.

Pode-se ver na Gréfico 8(b) que a intensidade medida € menor que a prevista
na saturacdo. Isto pode ser explicado pela fotofisica envolvendo moléculas de
curcumina. O processo final de internalizagdo acumula muita curcumina no interior
das células o que gera agregados moleculares que tém baixa eficiéncia de emissao.

Os deslocamentos espectrais observados na Grafico 7 sdo assinaturas desse
processo de agregacdo. O aumento da emissdo com tempo tipico de 3 min se deve
ao processo de permeacdo/difusdo lento ao longo do biofilme (que € o mesmo tempo
observado para a concentragdo de 162 uM na Grafico 6(a)), que € responsavel para
suprir o processo de internalizacdo de curcumina. Observe que as células fora da area
degradada sofrem pouca variacéo de intensidade.

Os danos produzidos pela curcumina excitada na permeabilidade da parede
das células apos o experimento descrito acima podem ser avaliados através do uso
do marcador life&dead.

A Figura 12 apresenta a imagem que contem a regido (quadrado branco) que
foi irradiada no experimento anterior e a area maior que nao sofreu o efeito da dose
aplicada de 100 J/cm?. O marcador laranja de acridina (verde) é internalizado nas
células independente do estado parede.
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Ja o brometo de etidio (vermelho) so6 é internalizado se a parede sobre danos
por necrose, indicando a inviabilidade da célula. Pode-se ver que as células na area
gue sofreu irradiacdo estdo todas inviabilizadas devido a producdo de danos
permanentes na parede da S. Mutans, o que demonstra o efeito da inativagéo

fotodinAmica nessas células.

Figura 12 -  Imagem de microscopia confocal no modo canal que contem a regido (quadrado branco)
que foi irradiada no experimento anterior e a area maior que nao sofreu o efeito da dose
aplicada de 100 J/cm?. A cor verde indica a presenca do marcador laranja de acridina e
gue viabilidade das células. J4 a cor vermelha € uma indicacdo da internalizacao do
brometo de etidio através da parede que sofreu necrose ou danos permanentes, que
indicam a inviabilidade da célula.

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.3 Caracterizacao optica das bactérias

O objetivo dos experimentos seguintes foi 0 emprego de metodologias épticas a
fim de caracterizar e quantificar as bactérias. Além disso, nesta etapa também buscou-
se encontrar uma condicdo satisfatoria de centrifugacéo a fim de que ao término dos

procedimentos de centrifugacao, lavagem em solugéo salina e resuspenssao do pellet
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as bactérias fossem obtidas em sua forma planctdénica nas condicbes de maior
liberdade possivel.

Condicao esta que fosse considerada a ideal para os experimentos posteriores
por garantir o arraste dos microrganismos, mas que também que fosse de facil e
rapida resuspenssao do pellet formado no fundo do tubo, do tipo Falcon de 50 ml.

Isso tudo para que ao observa-las no microscépio confocal ndo fossem obtidos
glomérulos de amontoados bacterianos e sim que as bactérias estivessem na sua
forma planctdnica a mais livre possivel para efetivas observacdes e analises, pois
como ja é sabido, altas centrifugacdes podem causar o cisalhamento da superficie
celular bacteriana e com isso a sua inviabilidade.”? Embora muitos protocolos
experimentais prefiram altas velocidades de centrifugacdo para coletar o maior
namero possivel de bactérias, assumindo que isso ndo cause nenhum dano as células
bacterianas ou a consequente morte celular.”® 89,81

Com o intuito apenas de organizar visualmente os dados obtidos e facilitar as
comparagdes futuras, utilizaremos cores especificas para cada uma das bactérias
analisadas da seguinte forma: todos os graficos em que foram obtidos quando
trabalhados com a bactéria Escherichia coli, E. coli, terdo a cor azul escuro, a cor
vermelho escuro quando trabalhados com a bactéria Staphylococcus aureus, S.
aureus, e a cor verde para a bactéria Streptococcus mutans, S. mutans.

No primeiro experimento de centrifugacdo realizado para a bactéria E. coli em
que se obteve o Gréfico 9, foram realizadas 12 medidas de absorbancia para uma

mesma concentracdo de bactérias E. coli, com UFC médio de 1,2 x10° bactérias por

ml. Entdo, pegou-se a amostra e centrifugou-a durante 10 minutos inicialmente a 800
rpm (ou 100 x g) na centrifuga de bancada Eppendorf AG modelo 5702 série
5702A0929207 e mediu-se a absorbancia de uma aliquota de 2 ml do sobrenadante
no espectrofotdmetro Cary UV-Vis 50, Varian.

Vale ressaltar que a micropipeta era sempre posicionada no centro do tubo a
uma distancia segura do fundo deste tubo ou do pellet que ia sendo formado a fim de
garantir o ndo ocasionamento de uma possivel turbidez que revolvesse, deslocasse
ou mesmo remexesse 0 pellet que ia sendo formado.

De forma que isso nao interferisse nas medidas e que se minimizasse 0 erro
caracteristico desse tipo de medida. Em seguida, realizou-se a resuspenssao e

agitacao do meio no vortex Gehaka -AV2, em modo continuo do movimento orbital em
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2500 rpm, por um tempo de no maximo 30 segundos de modo que nao restassem
nenhum vestigio de granulo do pellet a olho nu.

Entao, repetiu-se o procedimento de centrifugacdo aumentando-se em 200 rpm
a velocidade, isto €, de 800 rpm para 1000 rpm (157 x g). Apdés os 10 minutos de
centrifugacéo, realizou-se outra medida de absorbancia do sobrenadante e a
conseguinte resuspenssao.

Este processo foi repetido sequencialmente ao longo de 12 vezes de modo que
as curvas de absorbancia mostradas no Grafico 9 foram sendo obtidas de cima para
baixo. Fato este observado devido a relacéo inversa entre a concentracdo do meio
centrifugado em questdo e o aumento da velocidade de rotacdo da centrifuga, quer
dizer, conforme aumentou-se a rotacao da centrifuga notou-se o aumento do pellet
gue ia sendo formado e, consequentemente, o abaixamento da curva de absorbancia
gue ia sendo gerada no espectofotometro devido a diminuicdo da concentracdo do
meio centrifugado.

Ao serem colocadas no grafico monologaritmo evidenciou-se a correlacao
inversa entre as diferentes medidas de absorancia e as respectivas velocidades de
rotacdo, ou seja, conforme aumentou-se a rotacdo da centrifuga a curva de
absorbancia que mostrou o espalhamento da amostra centrifugada diminui.

Notam-se que as curvas apresentam um espalhamento da ordem de A para
a E. coli caracteristico de um espalhamento de pequenas particulas.®? Com isso, tem-
se a curva especifica caracteristica da bactéria E. coli estudada, apresentada no
Gréfico 9, em vermelho tracejado. Esta curva foi obtida como sendo uma soma de

outras duas curvas, apresentadas em preto tracejado. A primeira curva preta tracejada
do Gréafico 9, de cima para baixo, é ade Y =1450x A ™° eaoutraé y=15x10"x 1™

. Sendo assim, tem-se que a curva em vermelho tracejado, conforme descrita fica

assim:

y=15x10° x A ™* +1450x A *° 1)
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Grafico 9 - Monologaritmo de 12 medidas do espectro de absorbancia na regido espectral UV-Vis

de aliquotas de 2 ml de sobrenadante bacteriano de E. coli lavada em solugédo salina de
PBS, com UFC médio de 1,2 x 10° bactérias por mililitro de suspensédo, em que cada
medida foi obtida apds a centrifugacdo por 10 minutos com velocidades que variaram de
800 rpm (100 x g) com incrementos de 200 rpm até 3000 rpm (1409 x g). E possivel
identificar que a bactéria E. coli em solucdo salina apresenta uma curva com
espalhamentos caracteristicos de particulas pequenas com os indices de A variando de
-1,7 até -1,5.
Fonte: Elaborado pelo autor

No segundo experimento, e de mesma natureza em gue 0 anterior, repetiu-se
todas as condi¢cdes experimentais descritas anteriormente no primeiro experimento,
empregando-se a mesma analise para a obtencao do Gréfico 9, mas substituindo-se
0 microrganismo E. coli para S. aureus.

Entdo, para a bactéria S. aureus o UFC médio foi de 1,3 x 10° bactérias por
mililitro de suspensdo. Também se observou a relacéo inversa entre as curvas que
iam sendo geradas com as medidas de absorbancia da aliquota do centrifugado e o
aumento da respectiva rotacéo da centrifuga. Isto é, obteve-se novamente a segunda
curva, de 1000 rpm, abaixo da curva de 800 rpm, e a de 1200 rpm abaixo da curva de

1000 rpm e assim sucessivamente até os 3000 rpm.
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No entanto, por se tratar de um outro microrganismo, conforme foi observado
no Gréfico 10, gerado a partir dos dados do experimento com a S. aureus, observa-
se que sao mantidas apenas duas curvas de espalhamento, em relagdo ao Gréfico 9
obtido com os dados da E. coli.

A primeira curva, de cima para baixo com linha tracejada em preto, de

espalhamento caracteristico de pequenas particulas da ordem de A"’ e a Ultima, de

7

cima para baixo também em linha tracejada na cor preta, de Yy =15x10°xA™ . Jaa
outra curva apresentada de linha tracejada na cor preta apresenta uma outra equagao
caracteristica, Y =260x A7 refletindo essa mudanca de microrganismo.

Isso pode ter ocorrido devido as diferentes caracteristicas morfologicas de
cada organismo, como a forma e o tamanho, fazendo com que conforme as
concentracdes dos centrifugados da S. aureus fosse diminuindo devido ao aumento
da velocidade de centrifugacéo, as curvas de espalhamento de luz observadas pelo
espectrofotometro fossem alteradas ao serem comparadas com os obtidos com a E.
coli.

Com isso, pode-se afirmar que a curva caracteristica para a bactéria S.
aureus estudada, em linha vermelha tracejada no Gréafico 10, é descrita como a

soma das duas ultimas curvas descritas e assim apresenta-se como:

y=1,5x10" x A™* +260x 1% (2)
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Grafico 10 - Monologaritmo de 12 medidas do espectro de absorbancia na regido espectral UV-Vis
de aliguotas de 2 ml de sobrenadante bacteriano de S. aureus lavada em solucao salina
de PBS, com UFC médio de 1,3 x 10° bactérias por mililitro de suspensédo, em que cada
medida foi obtida apés a centrifugacao por 10 minutos com velocidades que variaram de
800 rpm (100 x g) com um incremento de 200 rpm até 3000 rpm (1409 x g). E possivel
identificar que a bactéria S. aureus em solucdo salina apresenta uma curva com
espalhamentos caracteristicos de particulas pequenas com os indices do A variando
de -1,7 até -1,28.

Fonte: Elaborado pelo autor

Com os Gréfico 9 e Grafico 10 desenvolvidos, pode-se entdo estender a analise
das curvas obtidas com as aliquotas de centrifugados e suas respectivas rotacdes.
Para isso, em cada um dos gréficos, anotou-se a absorbancia de cada uma das curvas
obtidas no comprimento de onda de 600 nm e plotou-se o Grafico 11.

Conforme pré-definido anteriormente, utilizou-se a cor azul para os pontos
obtidos do Grafico 9 referentes as curvas de absorbéncia do centrifugado com a
bactéria E. coli e a cor vermelho escuro para os pontos obtidos do Grafico 10
referentes as curvas de absorbancia com a bactéria S. mutans.

Desta forma, selecionou-se o comprimento de onda de 600 nm e fez-se a leitura
de cada uma das absorbancias para cada uma das 12 respectivas velocidades de
rotacdo da centrifuga em que cada uma das amostras foram centrifugadas.

Assim, foi possivel construir o Gréafico 11 e observar por esse método de analise

que o comportamento das duas amostras tiveram praticamente 0 mesmo
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desempenh

0 quanto a relacdo inversa entre o aumento da velocidade de

centrifugacéo e a diminui¢édo de particulas no centrifugado.

Também foi possivel obter do Grafico 11 que entre as variagcdes da velocidade

de 800 rpm

(100 x g) até 3000 rpm (1409 x g) as amostras apresentaram claramente

dois regimes de comportamento. Um que decai linearmente de 800 rpm (100 x g) até

2400 rpm (902 x g) e o outro regime constante que vai de 2400 rpm (902 x g) até 3000
rpm (1409 x g).
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Grafico 11 -

Rotacéo

Todos os pontos foram obtidos no espectro de absorbancia na regido espectral UV-Vis
em 600 nm e os retirados do Grafico 9, em azul sobrenadante da bactéria E. coli , e do
Graéfico 10, em vermelho sobrenadante da bactéria S. aureus. Ao compara-los observa-
se um comportamento similar para ambos organismos, de modo que a absorbancia em
600 nm dos centrifugados deles seguem claramente dois regimes. Um que vai de
decaindo praticamente linearmente de 800 rpm (100 x g) até 2400 rpm (902 x g). Outro
de regime constante que vai de 2400 rpm (902 x g) até 3000 rpm (1409 x g). Evidencia-
se no primeiro regime que conforme o centrifugado sofre o aumento da rotacdo da
centrifuga a absorbancia em 600 nm diminui, devido a diminui¢cdo de particulas no meio
que sdo arrastadas para o fundo do tubo para a formacao do pellet. Mas isso s6 ocorre
até o limite de 2400 rpm (902 x g). A partir dai pode-se afirmar que a absorbancia em
600 nm se mantém constante e préximo a 0,1. Note também que a centrifugacéo com a
rotacdo em torno de 3000 rpm (1409 x g), nas condi¢cdes deste experimento, sempre
deixardo particulas no centrifugado que ndo serdo arrastadas para o fundo do tubo e
consequentemente néo fardo parte do pellet.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Com isso, duas observacbes foram evidenciadas, uma que apos a
centrifugacéo das amostras apoés a velocidade de 2400 rpm (902 x g), nas condi¢cdes
do experimento, ndo ha significativamente variacdo da absorbancia e que, como a
absorbancia nédo se anula, tem-se a existéncia no meio centrifugado medido o fato de
gue algumas células bacterianas ndo sao centrifugadas e continuam em suspensao.

Mas como o objetivo maior deste trabalho € o de analisar a interacdo da
curcumina com as bactérias, buscou-se estabelecer um protocolo seguro que
garantisse a viabilidade celular.

Entdo, apos a analise do Grafico 11 e seus respectivos resultados adotou-se
como protocolo para todos os demais experimentos a condi¢édo de velocidade de 3000
rpm (1409 x g).

Garantindo assim, com uma grande margem de seguranca que todos 0s
centrifugados serdo adequadamente submetidos a uma forca centrifuga para a
formacdo do pellet, e este pellet, por sua vez, sera de facil diluicdo quando submetido
ao vortex de forma que os microrganismos estarao 0 mais disperso possiveis e que
os danos bacterianos na superficie celular que afetam fendbmenos sensiveis a

superficie como interacao e a internalizacdo da curcumina estejam assegurados.

5.4 Curvas de crescimento caracteristico das bactérias

O objetivo destes préximos trés experimentos foi o de poder observar a
viabilidade e o controle das informacdes adquiridas por meio das medidas oOpticas de
absorbancia em cada uma das trés cepas bacterianas.

Além das respectivas condi¢des planctdnicas em meio comercial préprio para
cultura bacteriana do tipo BHI, acrénimo do inglés Brain Heart Infusion, e o
acompanhamento do crescimento exponencial de cada uma delas, também buscou-
se observar a interferéncia do meio de cultura nas medidas de absorbancia uma vez
gue este vai mudando o seu turvor conforme os microrganismos vao crescendo.

Entdo, em comparacdo com as outras medidas que foram realizadas com as
bactérias lavadas em PBS, que é um meio translicido, buscou-se saber se estas

medidas de absorbancia em caldo manteriam o mesmo padrdo das ja realizadas,
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sendo que todas as medidas de absorbancia destes experimentos foram tomadas
tendo como linha de base o proprio meio de cultura.

Para que o crescimento de cada uma das cepas nao fosse afetado ao longo
dos experimentos, cultivou-se inicialmente uma quantidade de 40 ml de caldo
bacteriano que foram distribuidos em tubos do tipo falcon para cada uma das medidas.
De modo que apds as medidas de absorbancia cada amostra utilizada fosse

desprezada.

5.4.1 Curvade crescimento caracteristico da E. coli

O acompanhamento do crescimento plancténico da bactéria E. coli foi realizado
durante 6 h 30 min. Foram realizadas medidas de absorbancia com as amostras em
intervalos de tempo de O h, 1 h, 2 h e a partir dai de 30 em 30 min até que se
completasse 6 h 30 min. Os resultados obtidos por todas as medi¢cOes de todas as

amostras foram compilados e formaram o Grafico 12.
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Gréfico 12 - Monologaritmo com a média de 12 medidas do espectro de Absorbancia na regido
espectral UV-Vis de aliquotas de 2 ml de caldo bacteriano de E. coli em solucdo de BHI,
com UFC inicial médio de 7,5 x 108 bactérias por mililitro de suspensdo, em que cada
medida foi obtida apds o crescimento em estufa a 37,5 °C com agita¢éo de 120 rpm. E
possivel identificar que a bactéria E. coli em solu¢do de BHI apresenta a mesma uma
curva apresentada no Grafico 9, em solugéo salina, com espalhamentos caracteristicos
de particulas pequenas com os indices do A variando de -1,7 até -1,35.

Fonte: Elaborado pelo autor

Neste Grafico 12 é possivel identificar que o crescimento das bactérias no caldo
€ acompanhado pela tendéncia de crescimento das curvas de absorbancia ao longo

do tempo. Note que os indices de espalhamento caracteristico de 1 variam de -1,7

até -1,35 conforme o aumenta-se a densidade do caldo.

Isso é observado na curva tracejada em preto com equacéo y = 22 500 .x~ 17 +

1,5 E°. x~* que muda seu comportamento para a curva tracejada em cinza de equacao

y=5300.x"135 +1,5E% x™*

Os fatores que provavelmente aparecem diretamente nestas medidas sao os
componentes e 0s restos da intensa atividade metabolica existente no meio. Além das
diferentes formas de agregacéao das bactérias e das particulas no meio independente

do movimento de agitacdo que os acompanha durante todo o experimento.
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Com isso, retirando-se ponto a ponto de acordo com o horario de cada medida
e na respectiva curva de absorbéancia no comprimento especifico de onde de 600 nm,
construiu-se o Grafico 13 abaixo de forma que estabelecesse uma relacado direta entre
a absorbancia e o tempo de cultura.
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Gréfico 13 - Os pontos deste grafico foram obtidos do espectro de absorbancia na regido espectral
UV-Vis do Grafico 12 tracando-se uma perpendicular no comprimento de onda de 600
nm e coletando-se para cada curva de absorbancia o respectivo valor em cada tempo
medido. No ajuste realizado para esta curva evidenciou o crescimento exponencial da
bactéria E. coli e sua respectiva fase logaritmica de crescimento, confirmando assim por
meio desta medida Optica a viabilidade da cepa utilizada e o método de crescimento
adotado.

Fonte: Elaborado pelo autor

Ao elaborar este Grafico 13 pode-se evidenciar a crescimento da bactéria E.
coli na conhecida fase exponencial de crescimento apenas com as medidas de
absorbancia.

Pois, conforme as medidas de cada faixa temporal iam sendo realizadas, os
resultados de absorbéancia iam aumentando proporcionalmente ao aumento de células
no meio. Sabendo que o comportamento dos espalhamentos das medidas de

absorbancia observados no Grafico 9 se mantinha no Grafico 12 pode-se considerar
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gue este aumento entre as curvas era dado pelo aumento de particulas no meio, isto
€, aumento do numero de células bacterianas.

E considerando ainda, somente a fase exponencial entre as medidas de 2 horas
e de 6 horas, foram obtidas 9 medidas. Assim, pode-se afirmar que a E. coli nessas
condi¢cBes tem uma nova geracédo em torno de 26 minutos, aumentando a sua massa
e respectivamente o seu numero de células.

Também foi possivel inferir do Grafico 13 que a cepa da E. coli escolhida para
0s experimentos de incorporacdo estava viavel e em condi¢cdes satisfatorias de
viabilidade para as obtencdes das medidas de absorbancia dos experimentos com

curcumina.

5.4.2 Curva de crescimento caracteristico da S. aureus

O acompanhamento do crescimento da bactéria S. aureus ocorreu por um
periodo de 5 h e 30 min. Os processos para as obtencdes das medidas de absorbancia
aconteceram da mesma forma anteriormente descrita no subcapitulo anterior
5.4.1 Curva de crescimento caracteristico da E. coli.

Desta forma, com o compilamento dos dados obtidos pelo espectrofotdmetro
referente as medidas de absorbancia da cultura plancténica da bactéria S. aureus foi
possivel construir o Grafico 14.

No Grafico 14 é possivel identificar pelo comportamento das curvas presentes
que as formas planctonicas observadas no espectrofotbmetro em BHI foram
semelhantes as do Grafico 10 com os indices de espalhamento caracteristico A de
1,7.

Desta forma, a que se considerar que mesmo 0s microrganismos estando em
intensa atividade metabdlica e em fase de crescimento, quando se realizam as
medidas no espectrofotometro das formas planctonicas tanto em BHI quanto em PBS,
respeitando-se as linhas de base dessas medidas Opticas, pode-se assumir que as
caracterizacdes Opticas medidas sdo tdo proximas a ponto de apresentarem as

mesmas caracteristicas de espalhamento.
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Gréfico 14 - Monologaritmo com a média de 11 medidas do espectro de absorbéncia na regido
espectral UV-Vis de aliquotas de 2 ml de caldo bacteriano de S. aureus em solucdo de
BHI, com UFC inicial médio de 7,5 x 10° bactérias por mililitro de suspensédo, em que
cada medida foi obtida apds o crescimento em estufa a 37,5 °C com agitacdo de 120
rpm. E possivel identificar que a bactéria S. aureus em solucdo de BHI apresenta curvas
semelhantes aquelas identificadas no Gréfico 10, em solucéo salina, com espalhamentos
caracteristicos de particulas pequenas com os indices do A de -1,7.

Fonte: Elaborado pelo autor

Sendo assim, com o intuito de poder identificar o mesmo crescimento em fase
de log, respondendo as questdes sobre a viabilidade e a correspondente analise sobre
as medidas 6pticas adotadas, pegou-se para o comprimento de onda de 600 nm em
cada curva do Grafico 14 a medida de absorbancia correspondente e construiu-se o
Gréfico 15.
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Gréfico 15 - Os pontos deste grafico foram obtidos do espectro de absorbancia na regido espectral
UV-Vis do Grafico 14 tragando-se uma perpendicular no comprimento de onda de 600
nm e coletando-se para cada curva de absorbancia o respectivo valor em cada tempo
medido. No ajuste realizado para esta curva evidenciou-se o crescimento exponencial da
bactéria S. aureus em sua respectiva fase logaritmica de crescimento, confirmando assim
por meio destas medidas O6pticas a viabilidade da cepa utilizada e o método de
crescimento adotado.

Fonte: Elaborado pelo autor

Neste Gréfico 15 observou-se 0 mesmo comportamento caracteristico de
crescimento bacteriano apontado para a E. coli em sua fase exponencial. Temos que
a bactéria S. aureus pode ser acompanhada apenas com medidas de absorbancia de
forma a se obter a sua viabilidade quanto ao crescimento.

Logicamente levando em consideracdo as mudancas obtidas no caldo quanto
a sua coloracéo, o grau de turvor e apés a primeira centrifugacdo a formacdo de um
pellet caracteristico desses microrganismos. Sendo assim, temos desse Grafico 15
gue entre as medidas de 1 hora e 4,5 horas, aproximacao da fase exponencial de uma
reta se plotada em um grafico monologaritmo, que a S. aureus aumenta de tamanho
cerca de 8 vezes, isto €, tem a sua massa total aumentada em 8 vezes, o que da uma

nova geragao a cada 30 min.
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5.4.3 Curvade crescimento caracteristico da S. mutans

Apos as analises realizadas anteriormente com as bactérias E. coli e S. aureus,
ao recebeu-se as amostras da bactéria S. mutans. Elas foram incorporadas neste
estudo por meio de colaboragdo de uma associada ao projeto, em que buscou-se,
além das realizacdes experimentais anteriormente descritas na subseccao anterior,
também realizar a contagens de unidades formadoras de colonia para cada uma das
medidas de absorbancia realizadas.

Dessa forma, no primeiro experimento, para a caracterizacdo da bactéria S.
mutans, ela foi acompanhada ao longo de 18 horas com a realizacédo de 27 medidas
Opticas de absorbéancia e apenas 19 medidas contagem de unidades formadoras
colonias durante as 11 horas iniciais. Os dados coletados com as medidas de
absorbancia séo apresentados no Gréfico 16.

No Gréfico 16 é possivel identificar, que conforme as medidas de absorbéancia
foram sendo realizadas, o comportamento das curvas obtidas foi crescendo
proporcionalmente ao crescimento bacteriano esperado para a S. mutans. Essa
relacdo de crescimento também foi observada anteriormente para as bactérias E. coli
e S. aureus. Além disso, também foi possivel identificar que houve mudanca no turvor
do caldo bacteriano, fato indicativo de crescimento bacteriano.

Também nota-se, que as curvas de absorbancia assumem um comportamento
semelhante ao das bactérias anteriormente descritas, caracterizado pelo
espalhamento de pequenas particulas em suspensdo e com os indices de
espalhamento A variando de -4 até -1,5.

Temos que no inicio do experimento as curvas de absorbancia apresentam

equacgdes proximas a descrita em cinza escuro, y=1700-x*7 +1,5” -x*. Conforme
as bactérias vao crescendo as curvas passam por um regime de espalhamento com
A de -1,7 para -1,6 e tem suas equacles proximas ao regime de

y=1900-x*° +1,5E7 -x* € apresentadas pela cor vermelho escuro.
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Monologaritmo do espectro de Absorbancia na regido espectral UV-Vis com a média de
27 medidas de absorbancia de aliquotas de 2 ml de caldo bacteriano de S. mutans em
solugdo de BHI com 1% de glicose, com UFC inicial médio de 1,0 x 10°% bactérias por
mililitro de suspensdo, em que cada medida foi obtida apés o crescimento em estufa a
37,5 °C com agitacdo de 120 rpm. E possivel identificar que conforme a bactéria S.
mutans vai crescendo ao longo do tempo as curvas vao aumentando a absorbancia
medida em relacéo a curva anterior e que as Ultimas sete medi¢des préximas as 18 horas
mostram-se bem préximas devido ao aumento do espalhamento ocasionado pela
intensidade do turvor do caldo bacteriano associado ao crescimento do microrganismo;
O espalhamentos caracteristicos de particulas pequenas € apresentado com os indices

de espalhamento de A variando de -4 e -1,5; Com isso tem-se que a equagio
caracteristica apresentada para esse experimento tem no inicio a equacdo

y:1700-x’” +15E"-x" , com A de-1,7, passa para o regime com A de -1,6, com
equacdo de y=1900-x° +15E"-x™ e estabilizacom A de -1,5 e tendo uma equac&o
de y=6200-x"° +1,5E° . x* .

Fonte: Elaborado pelo autor

Finalmente, ap6s essa transicao as curvas se estabilizam com A de -1,5 e com

as equacbes proximas a y=6200-x°+1,5E°-x*, apresentadas em preto. A

mudanca de regime dos indices de espalhamento A apresentados nas diferentes

curvas do Grafico 16 esta associado ao crescimento da bactéria S. mutans em suas

condi¢cbes ideais e ao aumento do turvor do caldo bacteriano devido a intensa

atividade metabdlica e a grande quantidade de diferentes substancias geradas neste

meio, como a propria grande quantidade de bactérias crescendo exponencialmente.
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Achou-se por bem que os dados da contagem das unidades formadoras de
colénias por ml, que justificam as afirmacdes de crescimento do paragrafo anterior, e
das medidas de absorbéncia em 600 nm de cada curva ao longo do tempo, fossem
compilados num unico grafico afim de se obter uma forma direta de observagéo dos

resultados. Assim, foi plotado o Gréfico 17.
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Gréfico 17 - Curva de crescimento da bactéria S. mutans construido a partir da unido dos dados dos
Espectro de Absorbancia na regido espectral UV-Vis medidos no Gréfico 16 e que foram
retiradas no comprimento de onda de 600 nm e dos resultados obtidos das contagens
das UFC / ml. Satisfatoriamente é possivel observar que o crescimento bacteriano
apresentado tanto pelas medidas de absorbancia quanto pelas UFC / ml seguem o
mesmo regime de crescimento até as 11 horas medidas. Este resultado também confirma
a viabilidade da bactéria S. mutans para o estudo e as condi¢cdes adequadas de

crescimento promovidas durante o experimento.
Fonte: Elaborado pelo autor

Neste Grafico 17 pode-se observar que o mesmo comportamento de
crescimento exponencial dos dois conjuntos de dados bacterianos anteriormente
descritos, tanto para os dados obtidos das curvas obtidas do Gréafico 16 pelas medidas
de absorbéancia em 600 nm quanto os dados obtidos pela contagem das UFC/ml.
Temos que a maior medida de absorbancia se da as 11 horas juntamente com a ultima

contagem de UFC/ml e que apds esta medida todas as seguintes medi¢cdes de

absorbéancia estabelecerdao uma constante préxima a 1 até o fim das 18hs. Isso deve



111

ter ocorrido devido ao aumento do turvor do caldo bacteriano ao longo do tempo
devido ao crescimento dos microrganismos e ao aumento dos restos metabdlicos
associados a esse crescimento.

Sabendo das informagBes que sdo possiveis de se obter de um gréafico de
crescimento bacteriano por meio dos valores de UFC / ml ao longo do tempo, afim de
caracterizar a S. mutans, construiu-se o Grafico 18 com as mesmas informacdes do
Gréfico 17 plotando-se as informacdes dos eixos da Absorbancia e do UFC / ml no
Gréfico 18 monologaritmo.
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Grafico 18 - Semilogaritmo obtido dos espectro de absorbancia na regido espectral UV-Vis do Grafico
17. Para efeito de calculos tomamos que a fase exponencial de crescimento da bactéria
S. mutans esta nos pontos da contagem de tempo entre 5,5 e 9 horas; Com isso, obtém-
se todos os parametros possiveis de crescimento da bactéria S. mutans utilizada, como
0 numero de geragdes (n) de 1,02, o tempo de geragéo (g) de 0,98 h aproximadamente
1 h, a taxa de divisdo (v) de 1,02 h'! e a taxa especifica de crescimento (k) de 0,301 h-1.
Fonte: Elaborado pelo autor

Ao construir-se o Gréfico 18, seguindo a férmula em que o niumero de geracdes
(n) ¢ N=3,3(logN -logN,) e (N) é 0 UFC / ml médio final e (No) 0 UFC / ml médio

inicial para pontos consecutivos da reta de crescimento exponencial de uma bactéria
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em grafico semilogaritmo, pode-se obter tomando-se os pontos as 5,5 horas e 6,5

horas que o N para este experimento foi de aproximadamente 1,02. Com isso, 0 tempo

de geragao (g), com g _t , t sendo a variagéo entre os tempos tomados, que o g foi
n

de 0,98 hora, aproximadamente, 1 hora. A taxa de divisao (v), vy = l(hfl) , foide 1,02
g

h e a taxa especifica de crescimento (k), k = 2301 0,307 h-1.35
g

Com isso, concluiu-se que para 0s proximos experimentos a bactéria S. mutans
€ plenamente viavel ao estudo para os proximos experimentos e que as medidas

Opticas de absorbancia mostraram satisfatoriamente o crescimento bacteriano.

5.5 Quantificacdo das bactérias

ApoOs as analises de caracterizacdo das trés bactérias em caldo, buscou-se a
guantificacdo destas em solucédo salina, nas mesmas condicfes dos experimentos
futuramente descritos com a introdugéo das curcuminas.

Neste subcapitulo iniciar-se- a utilizacdo do recurso de Apéndices com o
simples intento de tornar o texto o mais claro e objetivo, deixando-o0 mais limpo e com
a apresentacdo dos graficos conclusivos para os microrganismos S. aureus e S.

mutans.

5.5.1 Quantificacdo da bactéria E. coli

Todos os experimentos foram elaborados de forma que apds o pré-inéculo
fosse respeitado o tempo de crescimento e a fase exponencial de cada
microrganismo, para que entdo pudessem ser iniciadas as atividades.

Desta forma, retirou-se entdo uma aliquota de 12 ml deste caldo crescido e
colocou-a em um novo tubo do tipo Falcon de 50 ml. Este, por sua vez, foi lavado trés
vezes em solucdo salina de PBS. Apoés a lavagem, retirou-se 4 aliquotas de 1,5 ml
cada do Falcon e as distribuiu em 4 microtubos do tipo eppendorf, totalizando 6 ml, e

chamando-as de soluc¢ao inicial, So.
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Em seguida, completou-se o Falcon com 6 ml de PBS de forma que ele voltasse
a conter 12 ml de solucdo, mas que comparado a primeira, esta possuia uma diluicao
de 50 %. Isto €, utilizou-se deste processo para diluir Sp pela metade, obtendo entao
a diluicao S;.

Entdo, apos a agitacao no vortex retirou-se novamente outros 6 ml, em 4 vezes
seriais de 1,5 ml, e distribui-os em outros microtubos. Voltando-se novamente para o
tubo Falcon inicial, repetiu-se o processo de acrescentar os 6 ml da solugéo salina e
redistribui-los nos eppendorfs por 7 vezes sequenciais.

De tal forma, que ao fim das diluicbes obtivéssemos uma sequéncia de oito
amostras, indo de So, S1, So, ..., até S7. Assim, as diluicdes sequenciais, de 6 em 6 ml
representaram uma reducéo de 50 % de uma amostra para outra.

Sendo que a primeira, chamada de solug&o inicial, So ,contém 100 % da

amostra bacteriana obtida do caldo lavado por trés vezes, a segunda amostra,

. . 1 . 1

identificada por S1 , com ) da So, a terceira amostra, S, , com 1 da So, a quarta
amostra, Sz, com % da So, a quinta amostra, S4, com % da So, a sexta amostra, Ss ,
com 3—12 da So, a sétima amostra, Sg , com 6—14 da So, e por fim, a oitava amostra, S7,

com 1 da So.
128

Desta maneira, por meio deste processo sequencial de diluicbes sera possivel,
ao fim das construcdes graficas, obter-se diretamente uma analise correlacionada
entre o numero de bactérias trabalhadas e o valor da absorbancia medida para uma
requerida diluicdo S, obtida do caldo bacteriano com o seu respectivo tempo de
crescimento.

ApoOs o preparo de todas as amostras diluidas de So até S7, considerando um
tempo médio de preparo de 7 minutos, fez-se a medida de absorbancia de cada uma
delas, tomando-se o cuidado de sempre agitar para que nédo houvesse distorcéo entre
os resultados medidos.

Entdo, com os resultados da média das absorbancias medidas de cada uma

das quatro amostras em cada uma das diluicdes pode-se construir o Grafico 19.
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Monologaritmo dos espectros de absorbéncia na regido espectral UV-Vis das médias
das medidas de absorbancia do sobrenadante da E. coli submetido as dilui¢cbes do tipo
S. As curvas referentes as diluicbes seguem a equagdo A1) =C,- A +C,- A

apresentada para espalhamentos caracteristicos de particulas pequenas com indices de
A de —1,7 e de -4, como descrito na subsecdo 5.4.1. Notam-se que 0s

comportamentos das curvas come¢am a homogeneizar-se em 600 nm, a partir da curva
S3 préximo a absorbancia de 1, apresentando caracteristicas semelhantes para menores
comprimentos de onda. Observa-se que conforme a diluicdo do sobrenadante do caldo
lavado aumenta a curva de absorbancia diminui, uma caracteristica ja esperada, ao
passo que quanto maior a diluicho menor serd a quantidade de microrganismos
presentes na solugéo.

Fonte: Elaborado pelo autor

No Gréafico 19, é possivel observar que a solugcdo inicial So medida com

absorbancia em torno de 2,5, que esta bem concentrada, ao ser diluida pela metade

passa para uma absorbancia em torno de 2, em 600 nm, e para altos comprimentos

de onda seu comportamento comeca a assemelhar-se do esperado para a E. coli,

guando comparado aos resultados medidos dos experimentos anteriores como o da

secao Caracterizagao optica das bactérias e o da subsecéo 5.4.1.

Conforme o processo de diluicdo, ou seja, diminuicdo da concentragédo em 50

% em relag&o a concentracdo anterior obtido pelo acréscimo da solugéo salina de PBS

continua, verifica-se que as curvas vao baixando em relacdo a absorbéancia e em

relacéo a curva anterior para as curvas Si, Sy, até Sv.
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Caracteristica ja esperada devido a diminuicdo do numero absoluto de
bactérias no meio, que, se tratando em termos de particulas, com esse abaixamento
padronizado do numero de particulas no meio ha também uma diminuicdo das
medidas de absorbéancia para cada solugéo preparada de forma também padronizada
gue que sera melhor observada e discutido no Grafico 20.

Observa-se também no Grafico 19, que o comportamento das curvas segue a
lei de formacdo de A(A)=C,-A ™" +C,-1*, conforme ja descrito na subsecéo 5.4.1
para a E. coli, com os indices de espalhamento de 4 de _1,7 e -4 caracteristicos para
o espalhamento de pequenas particulas.

Deste Grafico 19 selecionou-se o comprimento de onda de 600 nm e para cada
uma das médias obtidas para cada uma das diluicbes S e anotou-se as respectivas
absorbancias para cada curva. Com os resultados anotados, entéo foi possivel plotar-
se o Gréfico 20 juntamente com as informacdes colhidas das contagens das unidades

formadoras de coldnia por ml para cada quadrupla de diluigéo.
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Gréfico 20 - Logaritmico obtido dos respectivos espectros de absorbancia na regido espectral UV-
Vis do Grafico 19 retiradas no comprimento de onda de 600 nm para cada curva média
de absorbéncia medida de cada diluicdo S e correlacionada as médias do UFC médio /
ml. E possivel estabelecer uma relacdo direta entre a média da quadrupla das
absorbéancias de cada amostra S e seu UFC médio / ml. A linearidade apresentada entre
as diluicdes S, e Sy pelas medidas das médias das absorbancias também é observada
pelas contagens das unidades formadoras de colbnias.

Fonte: Elaborado pelo autor
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No Grafico 20, ao construi-lo em eixos logaritmos pode-se apresentar uma
correlacao direta e linear entre as medidas das médias de absorbancia das quadruplas
das amostras e suas respectivas meédias de UFC / ml para as dilui¢cbes de S até Sy.
Desta forma, as amostras iniciais de So e S1 com as médias de absorbanciaem 2,5 e
2, respectivamente, ndo estao presentes na linearidade da reta em azul pela alta
concentracdo de microrganismos presentes em suas amostras.

Entéo, de posse dessas informacodes e visando estabelecer uma relagéo direta
entre as medidas de absorbancia médias e as contagens médias das unidades

formadoras de colbnia por ml das amostras construiu-se o Grafico 21.
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Gréfico 21 - Logaritmo que estabelece a relagéo direta entre as medidas médias das quadruplas de
absorbancia e o UFC meédio / ml trabalhado com a bactéria Escherichia coli. Para
construir este gréafico os dados foram retirados dos Grafico 19 e Gréfico 20. Observa-se
uma relagdo linear entre as médias das medidas de absorbancia (Abs) em 600 nm e
UFC / ml, estabelecendo assim uma forma indireta de contagem de células viaveis e a
medida de absorbancia para esta cepa. Assim, esse grafico apresenta a seguinte
correlagdo: So com Abs de 2,31 e UFC médio / ml de 1,04x10%, S; com Abs de 1,93 e
UFC médio / ml de 9,44x10%°, S> com Abs de 1,39 e UFC médio / ml de 6,74x10%°, S3
com Abs de 0,78 e UFC médio / ml de 2,68x10%°, S4 com Abs de 0,37 e UFC médio / ml
de 1,10x10%°, Ss com Abs de 0,18 e UFC médio / ml de 3,44x10°, Se com Abs de 0,09 e
UFC médio / ml de 2,02x10° e S7 com Abs de 0,05 e UFC médio / ml de 6,07x108.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Neste Grafico 21 pode-se estabelecer uma relacao direta entre as medidas das
meédias das absorbancias em 600 nm para cada diluicao realizada e o UFC médio /
ml. Assim, obteve-se a seguinte correlacdo para cada diluicdo S: Sp com Abs de 2,31
e UFC médio / ml de 1,04x10%%, S; com Abs de 1,93 e UFC médio / ml de 9,44x10%0,
S, com Abs de 1,39 e UFC médio / ml de 6,74x10%°, Sz com Abs de 0,78 e UFC médio
/ ml de 2,68x101°, S4 com Abs de 0,37 e UFC médio / ml de 1,10x10%°, Ss com Abs de
0,18 e UFC médio / ml de 3,44x10°, Se com Abs de 0,09 e UFC médio / ml de 2,02x10°
e S7 com Abs de 0,05 e UFC médio / ml de 6,07x108.

5.5.2 Quantificacdo da bactéria S. aureus

Da mesma forma em que se fez a quantificacdo estabelecendo-se a relacao
direta entre as medidas das médias das absorbancias em 600 nm e os UFC médio /
ml da bactéria E. coli no subcapitulo anterior, 5.5.1 Quantificacdo da bactéria E. coli ,
fez-se para a bactéria S. aureus. Assim, de acordo com os graficos obtidos e descritos
no Graficos das médias das absorbancias das diluicbes sequenciais do tipo S da

bactéria S. aureus foi possivel a obtencao do Grafico 22.
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Logaritmo que estabelece a relagéo direta entre as medidas médias das quadruplas de
absorbancia e a contagem média das unidades formadoras de coldnias por ml (UFC
médio / ml). Para construir este grafico os dados foram retirados dos Gréfico 34 e Gréfico
35do  Gréficos das médias das absorbancias das diluicdes sequenciais do tipo S da
bactéria S. aureus. Nele, observa-se uma relacéo linear entre as médias das medidas
de Absorbancia (Abs) em 600 nm e UFC / ml, estabelecendo assim uma forma indireta
de contagem de células viaveis e a medida de absorbancia. Dessa forma esse grafico
apresenta a seguinte correlagédo: So com Abs de 2,31 e UFC médio / ml de 1,04x10%, Sy
com Abs de 1,93 e UFC médio / ml de 9,44x10%°, Sz com Abs de 1,39 e UFC médio / ml
de 6,74x10%°, Sz com Abs de 0,78 e UFC médio / ml de 2,68x10%°, S4 com Abs de 0,37
e UFC médio / ml de 1,10x10%%, Ss com Abs de 0,18 e UFC médio / ml de 3,44x10°, Se
com Abs de 0,09 e UFC médio / ml de 2,02x10° e S7 com Abs de 0,05 e UFC médio / ml
de 6,07x108.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Neste Grafico 22 é possivel a obtencdo de uma relagéo linear direta entre as

médias das absorbancias, em 600 nm, e os UFC médio / ml para cada diluicdo S da
seqguinte forma: Sp com Abs de 2,31 e UFC médio / ml de 1,04x10', S; com Abs de
1,93 e UFC médio / ml de 9,44x10%°, S, com Abs de 1,39 e UFC médio / ml de
6,74x10'%, Sz com Abs de 0,78 e UFC médio / ml de 2,68x10°, S4 com Abs de 0,37 e
UFC médio / ml de 1,10x10%°, Ss com Abs de 0,18 e UFC médio / ml de 3,44x10°, Se
com Abs de 0,09 e UFC médio / ml de 2,02x10° e Sy com Abs de 0,05 e UFC médio /
ml de 6,07x108.
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5.5.3 Quantificacdo da bactéria S. mutans

Utilizando-se do mesmo método para a construcdo dos Grafico 21 e Grafico 22,

respectivamente para as bactérias E. coli e S. aureus, descritos para a obtencéo da

relacdes diretas entre as medidas das médias das absorbancias e os UFC médio / ml

retirou-se as informacdes dos Gréfico 36 e Grafico 37 do Graficos das

absorbancias das diluicdes sequenciais da bactéria S. mutans — para a construcao do

Gréafico 23.
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Logaritmo que estabelece a relagdo direta entre as medidas médias das quadruplas de
absorbancia e a contagem média das unidades formadoras de coldnias por ml (UFC
médio / ml). Para construir este grafico os dados foram retirados dos Gréfico 36 e Gréfico
37do  Gréficos das absorbancias das diluicbes sequenciais da bactéria S. mutans.
Nele, observa-se uma relagéo linear entre as médias das medidas de Absorbancia (Abs)
em 600 nm e UFC / ml, estabelecendo assim uma forma indireta de contagem de células
viaveis e a medida de absorbancia. Dessa forma esse gréafico apresenta a seguinte
correlagao: So com Abs de 2,36 e UFC médio / ml de 8,43x10%°, S1 com Abs de 1,99 e
UFC médio / ml de 3,43x10%9, Sz com Abs de 1,48 e UFC médio / ml de 1,22x101°, Ss
com Abs de 0,78 e UFC médio / ml de 6,93x10°, S4 com Abs de 0,42 e UFC médio / ml
de 2,19x10°, Ss com Abs de 0,23 e UFC médio / ml de 5,55x108, S com Abs de 0,17 e
UFC médio / ml de 4,63x107 e S7 com Abs de 0,07 e UFC médio / ml de 3,39x10".

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Neste Grafico 23 é possivel a visualizacdo de uma relacdo linear entre as
medidas das médias das absorbancias, em 600 nm, e os UFC médio / ml para cada
diluicdo S estabelecendo a seguinte relagéo direta: So com Abs de 2,36 e UFC médio
/ ml de 8,43x10%%, S1 com Abs de 1,99 e UFC médio / ml de 3,43x10%°, S, com Abs de
1,48 e UFC médio / ml de 1,22x10%° Sz com Abs de 0,78 e UFC médio / ml de
6,93x10°, S4 com Abs de 0,42 e UFC médio / ml de 2,19x10°, Ss com Abs de 0,23 e
UFC médio / ml de 5,55x108, S com Abs de 0,17 e UFC médio / ml de 4,63x10" e Sy
com Abs de 0,07 e UFC médio / ml de 3,39x10’.

5.6 Interacé&o entre as curcuminas e as bactérias

ApOs o0s sucessivos estudos e analises sobre as diferentes e referidas
curcuminas e bactérias discutidas nas subsecc¢des anteriores chegamos a motivacéo
deste trabalho, o estudo da interacao entre a curcumina e a bactéria.

Para a melhor compreensédo desta ultima avaliagdo critica da interacdo entre
os diferentes tipos de curcuminas com as diferentes bactérias em solu¢do salina,
tomando-se objetivar de forma fundamentada e dindmica as proximas andlises,
decidiu-se esmiucar todos os repetitivos processos analiticos empregados em todas
as possiveis combina¢des de interacdo curcumina-bactéria apresentadas até aqui,
apenas para a intera¢do entre a curcumina Sigma e a bactéria E. coli.

Com isso, todas as demais andlises e tratamentos dos dados referentes a cada
interacdo curcumina-bactéria estudadas estardo disponibilizadas como apéndices ao
fim deste trabalho.

Vale lembrar ainda que para todos os experimentos a concentracao da stock
solution foi de 10 mg/ mI € as aliquotas de curcumina utilizadas na interacéo foi de
3 ., sendo as concentracdes finais das curcuminas no microtubo, de 15 ml, sdo de
551 M para a curcumina Sigma, 57,4 xM para a curcumina Natural e de 54,3 uM
para a curcumina Sintética.

Com isso, ao variar as “concentragdes” das quantidades de bactérias nos
microtubos por meio do processo apresentado como diluicdes sequenciais S e ao
manter uma concentracdo de curcumina fixa, apoés o tempo de 5 minutos de interacéo

curcumina-bactéria e 10 minutos de centrifugagéo, o que veremos nos resultados das
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medidas de absorbancia € a curcumina livre no sobrenadante e que ndo interagiu com
as bactérias do meio. Dessa forma, pode-se observar as melhores interacfes
curcumina-bactéria dentre as curcuminas Sigma, Natural e Sintética e as bactérias E.
coli, S. aureus e S. mutans.

Além disso, vale ressaltar que todos os gréaficos iniciais de absorbancia
apresentados na relagéo curcumina-bactéria foram compilados de todos os resultados
obtidos por meio das triplicatas biolégicas, adotando-se os valores médios de todas

as curvas mostradas.

5.6.1 Interacdo entre a curcumina Sigma e a bactéria E. coli

Inicialmente, utilizou-se da técnica de diluicdes sequenciais S de bactérias,
exposta no subcapitulo anterior, Quantificacdo das bactérias, tomando-se este
processo para realizar a diluigdo do caldo bacteriano, crescido e lavado por trés vezes

em solucéo salina de PBS, da bactéria E. coli.

Ent&o, utilizando-se das solugdes stock preparadas na concentragédo de 10 m—?
m

para a curcumina Sigma preparada em etanol, adotou-se como a solucéo de trabalho

uma dose de 3 1 em cada um dos microtubos de 1,5 ml contendo o sobrenadante

do caldo bacteriano lavado nas propor¢des das diluicdes do tipo S.

Assim, cada microtubo tera uma concentracdo de curcumina, neste tépico da
Sigma, fixa de 55,1 uM . Desta forma, apés os 5 minutos de interacdo no escuro
curcumina- bactéria e os 10 minutos de centrifugacdo mediu-se a absorbancia do
sobrenadante, sendo a aliquota medida de aproximadamente 1 ml, em que esperava-
se encontrar a curcumina livre e que nao interagiu com a bactéria.

Com isso, foi possivel estimar a quantidade de curcumina Sigma que estaria
interagindo com a bactéria E. coli pois ndo apareceria na absorbancia medida. Entao,
apos a realizacéo de todo o processo descrito na subseccao 4.5.4 Diluicdo do caldo
bacteriano lavado e interagdo com curcumina, em triplicata biolégica, foi possivel a
construcdo do Grafico 24 apoés a realizacdo dos calculos das médias das medidas de

absorbéancia para cada uma das dilui¢cdes do tipo S apresentadas.
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Gréfico 24 - Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regido espectral UV-Vis das médias

das triplicatas biologicas das diferentes diluicbes S referente as diferentes
concentracdes do sobrenadante do caldo bacteriano lavado da E. coli, com uma aliquota

de 3 ul, em cada uma das diluicdes S, retiradas das solucdes stock de 10 % da

curcumina Sigma preparada em solucdo de etanol, na concentracao final de 55,1 uM

por microtubo de 1,5 ml. Empreende-se inicialmente deste grafico que todas as curvas
médias apresentam 0s picos caracteristicos da presenca da curcumina Sigma no
comprimento de onda de 425 nm, além disso, salienta-se dois diferentes regimes de
curvas de absorbancia ao considerarmos os espalhamentos para os comprimentos de
onda entre 600 nm e 1000 nm. Um caracteristico da bactéria E. coli para as curvas
médias So, S1 e Sz, que tem a lei de formacéo na equagéo A(1)=C,- 1" +C,-1™*, em

que Si, por exemplo, apresenta a equagao A(1) =2,2x10*-17%+5,0x10"-4™* e com
espalhamentos caracteristicos de particulas pequenas e indices de 1 de —1,8 e -4
O outro regime com para as curvas médias Ss, S4, Ss, S, € S7, com a lei de formacao
na equagdo A(1)=C,-A %" +C,-A*, com , por exemplo, S; de equagdo
A1) =1,45-17°7 +1,0x10° - 1* com espalhamentos que aproximam-se da curva média
Sigma em PBS de equacdo A(1) =0,2015-1%° e com espalhamentos caracteristicos

de particulas pequenas e indices de 4 de —0,7 e -4, Além disso, nota-se que
conforme as concentracfes do caldo bacteriano lavado vdo diminuindo as curvas de
absorbancia também véao, uma vez que quanto maior for a diluicAo menor serd a
quantidade de microrganismos presentes no meio.

Fonte: Elaborado pelo autor

Inicialmente pode-se observar no Gréafico 24 que as curvas médias de

absorbancia para cada uma das diluicdes S vao diminuindo da mais concentrada, So,
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para a mais diluida, S7, conforme ja era esperado e foi discutido e observado no
subcapitulo anterior, Quantificacdo das bactérias, uma vez que conforme ha o
aumento da diluicio S menor se faz a presenca de microrganismos no caldo
bacteriano lavado.

Outra informacdo que nos salta aos olhos é a presenca dos picos
caracteristicos da curcumina Sigma no comprimento do onda de 425 NM para todas
as curvas meédias de diluicado S e dois diferentes regimes de curvas ao considerarmos

os espalhamentos entre 600 NM e 1000 NM. Um para as trés primeiras curvas de

diluicdo, So, S1 e Sz, com as equacdes da forma A(A)=C,-A ™ +C,-1™*, tendo S1, por

exemplo, a curva A(4)=2,2x10*- 1" +5x10"- 2™, com os indices de espalhamento

A iguais a —1,8 e—4 , caracteristicos para o espalhamento de pequenas particulas.
O outro regime que aparece para as outras curvas de absorbancia, Sz, Sa4, Ss,

Se e S7, apresenta a equacao da forma A(1)=C,-A*"+C,-1™, como, por exemplo, a

curva Ss com a equacdo A(4)=145-2"°+1x10°-2", em que os indices de
espalhamento A sdo —0,8 e -4, também caracteristicos do espalhamento de

pequenas particulas. Além disso, conforme essas Ultimas curvas vdo tendo a
guantidade de bactérias diminuidas, por conta do aumento da diluicdo do caldo em

PBS, elas vao se aproximando da curva média do solucdo de trabalho da curcumina

Sigma em PBS e da equacdo de espalhamento de A(4) =2,015x107"- 2" a partir de
570 nm .

Entdo, conhecendo-se as curvas caracteristicas de espalhamento tanto da
bactéria E. coli quanto da curcumina Sigma e com a finalidade de estudar a interacéo
curcumina-bactéria por meio da curcumina livre presente no sobrenadante, decidiu-se
desprezar o background, o ruido de fundo, gerado pelas curvas das médias das

diluicdes S a partir de 575,71 NN e estudar a relag&o entre os picos de absorbancia

em 425 NM. Para isso, utilizando-se de uma das técnicas de andlise de
espectroscopia, em que se permitem uma analise espectral das curvas medias e suas
inter-relacbes nos picos a serem estudados, buscou-se trabalhar por meio das
absorbancia relativas.

Para essa nova situacado, tragou-se uma reta inclinada, curva de referéncia,

passando pelo comprimento de onda de 575,71 NM, no Grafico 24 monologaritmo e
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transladou-se todas as curvas médias referentes as diluicées S, de forma que ao fim
do translado os ruidos gerados a partir deste comprimento de onda fossem
sobrepostos e pudessem ser desprezados pois, conforme foi discutido e analisado no
subcapitulo 5.1 Caracterizacéo éptica das curcuminas, o espalhamento gerado a partir
desse comprimento de onda se deve a formacdo de clusters e aglomerados
particulares, e que ndo séo de interesse neste momento do estudo. Assim, restarao
apenas o estudo da absorbancia, de forma relativa agora, dos picos destas curvas
médias das diluicdes S no comprimento de onda de 425 NM, obtendo-se o Gréafico
25.

Vale lembrar que a translacdo de uma funcdo, f(x), ndo modifica as
caracteristicas fundamentais de f(x) pois nada mais € do que a adi¢cdo de uma
constante, ( , a ela. Assim, se ¢ >0, { positivo, e for adicionado a f (x) teremos uma
nova fungdo, Y, que, relacionada a f(x) , tera a forma y= f(x)+c e estara
deslocada verticalmente para cima em relagéo a f (x) . Caso tenhamos um ¢ <0, isto
é, ( negativo, teremos um y = f (x) —c que sera deslocado verticalmente para baixo
em relagéo a f(x). Para os casos em que ha o deslocamento na horizontal de Y,
para a esquerda ou direita, em relagéo & f (x), basta adicionar a constante ( , positiva
ou negativa respectivamente, direto ao X . Tendo entdo y= f(x+c) um
deslocamento para a esquerda e y = f (x—c) um deslocamento para a direita.®*

Dito isso, tem-se todas as funcbes de absorbancias das médias das diluicbes
S adicionadas da curcumina Sigma do Grafico 25 transladadas apenas na vertical em
relacdo as do Grafico 24. Entdo, passa-se a trabalhar com as absorbancias relativas
e ndo mais absolutas, o qué permitir-se-a estabelecer relacdes entre as quantidades
de curcumina livre, que ndo interagiram com a bactéria, relagdes entre as curvas de
absorbancia das médias das diluicbes S em que foram adicionadas a curcumina
Sigma e as suas relacgfes de interacdo curcumina-bactéria estudadas aqui neste
subcapitulo como sendo Sigma-E.coli.

Nota-se num primeiro momento ao realizar o translado das curvas médias das
absorbancias das diluicbes S adicionadas da curcumina Sigma, que houve uma
inversdo em relacdo ao ordenamento destas curvas do Gréfico 24 para o Grafico 25.
Enquanto que no Grafico 24 as curvas apareciam, de cima para baixo, de S para Sy,
no Grafico 25, também de cima para baixo, elas posicionam-se de S;7 para So
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Gréfico 25-  Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regido espectral UV-Vis das curvas

médias transladadas em relagdo ao eixo Y obtidas do Grafico 24. Observa-se que ao
realizar o translado das curvas, no comprimento de onda de 575,71 m e absorbancia
de 0,0323, todas as curvas passam por este ponto especifico permitindo-se com isso

desprezar o ruido de fundo gerado a partir do comprimento de onda de 575,71 nm para

as futuras andlises, por se tratar de uma regido em que o espalhamento se deve a
formacdo de clusters e aglomerados particulares como tratado no subcapitulo 5.1
Caracterizag8o Optica das curcuminas. Além disso, tem-se que ao transladar essas
curvas hd uma inversdo do posicionamento de cada uma delas em relacdo a
originalmente tragada. Note que a curva referente as absorbancias médias da diluicdo
So que aparecia em primeiro, de cima para baixo, no Grafico 24, agora aparece em
ultimo, sendo a mais proxima da curva de referéncia, e a curva referente as absorbancias
médias da diluicdo S7 que aparecia em ultimo, de cima para baixo, no Gréfico 24, agora
esta em primeiro, ou seja, em relacdo a reta de referéncia esta € a mais distante.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Também infere-se do Grafico 25, que ha uma sobreposi¢ao das curvas médias

de absorbancia a partir do comprimento de onda de 575,71 NM e que este

espalhamento esta associado a formacéo de clusters e aglomerados particulados que

nao foram

arrastados pela centrifugacdo para o fundo do microtubo, conforme

analisamos nos subcapitulos 5.1 Caracterizagdo Optica das curcuminas e

Caracterizacao 6ptica das bactérias. Dessa forma, buscando compreender melhor a

interacdo Sigma-E. coli, o foco sera nos picos das curvas médias das absorbancias
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das diluicbes S do caldo lavado da E. coli adicionada da curcumina Sigma no
especifico comprimento de onda de 425 NM .

Assim, para melhor interpretar esses dados construimos o Gréafico 26 colhendo
as informacdes dos picos de cada medida média das absorbancias relativas do
Gréfico 25 no comprimento de onda de 425 NM em que foram subtraidos de cada
uma destas curvas o valor da absorbancia da curva de referéncia nesse comprimento

de onda, que foi de 0,05119. Esse método conhecido como Morton-Stubbs, ou

meétodo da correcdo de trés pontos, permitira desprezar o ruido de fundo conhecido
exibindo uma relacéo linear com o comprimento de onda além de garantir um valor
confidvel da absorbancia para cada uma das amostras analisadas 2, pois vale lembrar
gue a quantidade de dados iniciais gerada é significativa, o que trds robustez nas
analises, uma vez que todos os experimentos foram realizados em triplicatas
biologicas.

Dessa forma, para uma primeira andlise da relacéo linear que sera obtida do
Gréfico 25 escolheu-se estabelecer uma correlacdo entre a absorbancia relativa e a
concentracdo do caldo lavado de bactérias em termos percentuais afim de que se
pudesse observar as caracteristicas fundamentais da nova curva gerada e isso
possibilitasse um indicio da compreensdo dos caminhos adotados nesse tipo de
analise. Entdo, usando as proporc¢des das taxas de diluicdo S trabalhadas até aqui e
transformando esses fatores em indices proporcionais da concentracdo do caldo
bacteriano lavado da Sigma-E.coli, tomou-se a concentracao inicial So como sendo a
de 100%, a de Si sendo de 50% de So, Sz sendo de 25% de So, S3 sendo de 12,5%
de So, S4 sendo de 6,25% de So, Ss sendo de 3,125% de So, Se sendo de 1,5625% de
So e S7 sendo de 0,78125% de So. Note que nesse momento os olhos estdo focados
na identificacdo do comportamento dos dados tratados pela abordagem escolhida e
gue por este motivo adotar-se-a trabalhar com as quantidade de bactérias em termos
proporcionais de concentracdo e ndo com valores médios de contagem de colonias

por ml como se faz correntemente na literatura.
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Gréfico 26 -

Diluicbes

Monologaritmo resultante da analise dos picos, no comprimento de onda de 425 nm, das
curvas transladadas apresentadas no Grafico 25. Observa-se dois regimes significativos
em relacdo ao comportamento da quantidade de curcumina Sigma que interagiu com a
E. coli, durante os 5 minutos de incorporacdo no escuro e os 10 minutos seguintes de
centrifugacdo, que estdo representados pelas retas tracejadas em preto. A curva (a)
mostra um regime de acentuado de crescimento da absorbancia relativa referente a
curcumina livre no sobrenadante a partir da diluicdo Ss e até a diluicdo S7, uma situagéo
que ja era esperada na medida em que conforme ha uma diminui¢é@o significativa das
guantidades de bactérias no caldo lavado devido ao processo de diluicdo ocorre um
aumento natural da concentracdo de curcumina Sigma que néo interagiu com a E. coli
devido essa diminuicdo de bactérias no caldo. A curva (b) apresenta uma pequena
variacdo da quantidade de curcumina Sigma livre no meio, apresentada pela variacio
da absorbancia de 0,02 até 0,04, entre as diluicdes Sp e Ss. Isso ocorre devido a grande
guantidade de bactérias no meio que acabam interagindo com a curcumina Sigma,
restando entdo pouca curcumina livre no sobrenadante, fazendo com a absorbancia
pouco varie. A curva em vermelho representa o ajuste ndo linear da curva com as
diluicbes de Sp & S7, e mostra de maneira natural como se d4 o comportamento oposto
da relacdo Sigma-E.coli. Conforme a concentracdo de curcumina-bactéria diminui a
guantidade de curcumina livre no meio aumenta. E no ponto da curva de diluicdo Ss,
tem-se o ponto de transigdo entre os regimes da concentracdo de bactérias no meio e a
disponibilidade de curcumina livre.

Fonte: Elaborado pelo autor

Como o objetivo da construcéo deste grafico foi de apoiar as analises norteando

a escolha tomada, inferiu-se do Grafico 26 diretamente pelo ajuste néo linear, linha

vermelha d

observa-se

o gréfico, que a decisdo analitica estava correta, pois por meio dela

que conforme ha uma diminuigdo percentual da quantidade de bactérias
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gue interagiram com a curcumina, proporcionada pelo aumento das diluicbes
sequenciais S, nota-se que a absorbancia relativa da curcumina livre no sobrenadante
aumenta.

Além disso, evidencia-se dois diferentes regimes relacionando a concentracéo
Sigma-E.coli com a absorbancia relativa referente a curcumina livre que séo as curvas
tracejadas em preto desse Grafico 26. A curva (a) nos mostra que da diluicdo Sz até
a diluicdo S7, enquanto ocorre uma pequena variacdo percentual na concentracao

Sigma-E.coli, de 12,5% para aproximadamente 0,8% , hd um aumento significativo da
absorbancia relativa referente a curcumina livre no meio, de aproximadamente 0,04
para 0,4.Um aumento ja esperado, mas ndo de forma acentuada para uma variacao

percentual pequena, uma vez que em todo o processo experimental ha uma

diminuicdo controlada com o fator % de uma diluicdo S para outra. J& a curva (b) em

gue ha uma grande variacdo percentual da concentracdo Sigma-E.coli da diluicdo So

de 100% para a diluicdo Sz de12,5%, a variacao da absorbancia relativa é pequena,

de aproximadamente 0,02 até 0,04.

Um outro apontamento que se faz com respeito ao Gréfico 26, € que esses dois
regimes representados pelas curvas tracejadas em preto (a) e (b) tem a sua transicéo
no ponto proximo a diluicdo Ss. Isso evidencia que a direita desse ponto, indo para as
maiores concentragdes Sigma-E.coli de Sz para So, em que a absorbancia relativa da
curcumina livre no sobrenadante é baixa, tem-se uma grande interacdo curcumina-
bactéria. Ja a esquerda, caminhando para as menores concentracdes Sigma-E.coli
de S4 para S7, temos as menores interagbes curcumina-bactéria, uma vez que a
absorbancia relativa aumenta.

Entéo, transformou-se o Gréafico 26 em um grafico em que fosse possivel obter
uma correspondéncia entre a concentracdo molar da curcumina Sigma livre no
sobrenadante e o UFC médio / ml, gerando com isso o Grafico 27. Para estabelecer
essa correspondéncia de eixos, utilizou-se dos dados analisados contidos nos graficos
anteriores. Do Grafico 1 (b) que relaciona a absorbancia da curcumina com a
concentragcdo molar obtiveram-se as informacdes para o eixo das ordenadas. Para o
eixo das abscissas, utilizando-se do Grafico 19, do subcapitulo 5.5.1 Quantificagdo da
bactéria E. coli, fez-se a leitura das absorbancias meédias no comprimento de onda de

425 NM e as adicionou no Grafico 21 construindo-se o Grafico 39, que encontra-se
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no apéndice. Entdo, fez-se a leitura do Grafico 38, que também encontra-se no
apéndice, das medidas médias das absorbancias no comprimento de onda de 425
NM dos caldos bacterianos lavados controles experimentais referentes as triplicatas
biolégicas da E. coli e que nao tiveram a adi¢cdo de nenhum tipo de curcumina. Em
seguida, se fez a correlacdo dos dados obtidos na leitura dessas absorbancias do
Grafico 38 com os do UFC médio / ml do Gréafico 39 na funcdo correspondente ao
comprimento de onda de 425 NM, obtendo-se, assim, as informagées que deram
origem ao eixo das abscissas do Grafico 27.

Ressalta-se neste ponto, que no Gréafico 27 ndo serdo utilizadas barras de erro,
uma vez que ele foi construido a partir da leitura e analise de pontos e dados de outros
gréficos utilizando-se para isso diretamente o software Origin®. Nele, utilizou-se a
opcao Screen Reader e nas curvas ampliadas dos gréficos fizeram-se as coletas de
dados por meio das leituras dos pontos.

Dito isso, no Gréfico 27 observam-se dois regimes distintos com respeito ao
comportamento das curvas ajustadas que sdo apresentadas por linhas tracejadas em
preto. A curva (a) mostra que para as diluicbes de So até Sz ha uma pequena variagao
da concentracdo molar da curcumina Sigma livre no sobrenadante que vai de
aproximadamente, 1,12 uM , em S, para 1,6 M , em Sz, representando uma variagao
de apenas 0,48 na concentracdo molar, em que tem-se na variacdo do UFC médio /

ml uma variacéo de 1,055x10%°, saindo de 1,24x10° em Sp para 1,85=x10° em Ss. Ja

o regime representado pela curva (b) do Grafico 27, mostra que ocorre uma grande
variacdo da concentragdo molar da curcumina Sigma livre no sobrenadante de,
aproximadamente, 6,23 uxM, indo de 16 M em Ssz para 7,83 uM em Sy,
acompanhada por certa linearidade variacao de 10° para 10" do UFC médio / ml que
foi de 1,85x<10° em Sz para 5,55x10” em Sy.

Com essa variacdo na concentracao da curcumina livre no sobrenadante pode-
se estimar que a eficiéncia da interacdo curcumina-bactéria aqui foi de,
aproximadamente, 97%, considerando que foram desprezados em nossas analises 0
background gerado pelos clusters e aglomerados particulares que foram gerados ao

colocar a solugao de curcumina Sigma em solugao salina de PBS.



130

Concentracao(Molar)
Sobrenadante Sigma-E.coli

6,0x107°
-~ T T T T T T T 7 7 7 Curc.Sigmaem PBS
5,0x10° o R B et i o e R qmag m ——————————
S NN N NN O 0 R NN 0 O 16 X
4,0x10 b | | 3
N !
.
S | : :
3.0x10° 4 LA PN S O 0
' N Se ! !
* S
~
‘ [ ‘ ‘
o | S | |
2,0x10° - i et nh N e RERAht te SAAERALES o o L ALLRRLERASS
! S ! !
~N '
'S
| S ~ 1.4 |
! ~ !
1,0x108 - R Tt s s R S S o A
] ] ~ ]
N~ S
A ______ ;___zi__ia%_
oo " T 77 A A TS TS
| \\\ iSO
™ R UL
1E9 1E10 1E11

Gréfico 27 -

UFC Médio / ml

Monologaritmo construido com as informag8es do Grafico 26, para o eixo das ordenadas

obtido pela correlagdo das absorbancias relativas no comprimento de onda de 425 nm
do sobrenadante contendo curcumina Sigma livre com a concentragdo molar do Gréfico
1-b, e 0 eixo das abscissas obtido pelas informacgdes dos Gréfico 39, apéndice 0, e
Grafico 19 que correlacionados formaram o Grafico 38, apéndice 0, em que se usou para
fazer a leitura do caldo bacteriano de controle do experimento sem adi¢cdo de curcumina
e preparado pelo processo de dilui¢des do tipo S. Evidenciam-se dois regimes para as
diferentes concentracdes molares de curcumina Sigma livre que estao representados
pelas linhas tracejadas em preto. A curva (a) representa uma pequena variagdo da
concentracdo molar da curcumina livre do sobrenadante de, aproximadamente, 1,12

UM, So, para 1,6 uM , Sz, em uma variagdo de UFC médio / ml de 1,24 <10 para
1,85%x10° , respectivamente, de So para Ss. A curva (b) mostra uma grande variacao
da concentracdo molar da curcumina Sigma livre no sobrenadante de,
aproximadamente, 1,6 M em Sz para 7,83 uM em S;, acompanhada por certa
linearidade pela variagéo do UFC médio / ml de 1,85x10° em Sz para 5,55x10° em

S7. Com isso, pode-se afirmar que préximo ao ponto de diluicdo Sz ocorre a transicdo
dos diferentes regimes descritos tendo a direita de T uma pequena variacdo da
concentracdo molar da curcumina Sigma livre que n&o interagiu com a grande
concentragdo bacteriana entre 10° e 10™, e & esquerda uma maior variagdo da
concentracao de curcumina Sigma livre que ndo interagiu com a quantidade de bactérias
que variou da ordem de 10° para 10°.

Fonte: Elaborado pelo autor

Assim, interpreta-se graficamente que no ponto onde ha interseccao das curvas

(a) e (b), representado pelo ponto (T), ocorre a transicdo dos diferentes regimes de

concentragdo descritos. Inferindo-nos, também, que a concentragdo bacteriana com
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UFC médio / ml de, aproximadamente, 3,09x10°, proximo a diluicéo Sz, ha um limite

dessa interacdo curcumina-bactéria, pois como a direita desse ponto a concentracao
molar de curcumina livre praticamente se mantém e a esquerda tem-se uma
acentuada variacdo dessa concentracdo molar de curcumina livre, pode-se interpretar
gue a partir desse ponto se a concentracao bacteriana diminui tem-se um excesso de
curcumina livre, isto é, a quantidade de curcumina usada para o experimento, de
aproximadamente, s51 ,Mm , € suficiente e representa uma interagdo de 97% até um
UFC / ml estimado de, aproximadamente, 3 oox10°. Portanto, para uma

concentracdo bacteriana menor comecara a sobrar curcumina livre no meio.
Com isso, tomando-se os dados do subcapitulo Estabilidade da curcumina em
meio aquoso, apos o Grafico 2, em tem -se a relacdo de 9% de curcumina Sigma livre

e 91% de agregados em solugdo na concentragao de , 27 ,m , € aproximando-se a

relacdo Curcumina livre x Concentracdo molar para uma relagdo linear, alguns
nameros interessantes podem ser estimados.

Sendo a concentragdo trabalhada de aproximadamente, 551 uM de

curcumina Sigma com apenas 9% de curcumina livre, a concentragdo de curcumina

livre serd de aproximadamente 4,959 uM . Como, do Grafico 27 no ponto T tem-se
a concentragcao estimada de curcumina livre no sobrenadante de, aproximadamente,
0,354 uM, conclui-se que 4,605 M de curcumina interagiu com,
aproximadamente, 2,68x10" bactérias de E.coli.

Assim, a concentracdo de molar de curcumina por bactéria € da ordem de
0,172 fM . Entéo, se for estimado a area média da E. coli como sendo da ordem de
4,11 um* , e transformando a concentragdo molar de curcumina por bactéria em
nimero de moléculas, obtendo-se, aproximadamente, 285.198 moléculas , obtém-se

cerca de 69.391 moléculas/ um®. E ainda, se considerar o volume médio da E. coli
em torno de 0,65 um®, ou 6,5x10™ litros, para a mesma quantidade de 285.198

moléculas, terdo 4,39x10%*° mlulss por célula bacteriana, o que dividindo pelo

litro
Numero de Avogadro, ser4d obtida uma concentragdo de curcumina de,

aproximadamente, 0,73 mM por bactéria. O que pode ser interpretada por uma

altissima concentracéo de particulas por bactéria.
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5.6.2 Comparacéo entre as interagcfes curcumina-bactéria para as curcuminas

Sigma, Natural e Sintética com a bactéria E. coli

Repetindo entdo o mesmo processo analitico descrito no subcapitulo anterior,
5.6.1 Interacdo entre a curcumina Sigma e a bactéria E. coli, bem como a geracéo dos
graficos nele contidos, trabalhou-se com as demais curcuminas estudadas, a
curcumina Natural e a curcumina Sintética, interagindo com a bactéria E. coli. Entao,
de posse de todos esses novos resultados elaborou-se a construgdo do Grafico 28.

Nele, foram colocadas simultaneamente as informagOes obtidas pelas
interacbes Sigma-E.coli, Natural-E.coli e Sintética-E.coli e que estdo contidas,
respectivamente, nos graficos: Grafico 27, no Gréafico 43 e no Grafico 47, sendo que
os dois ultimos estao nos respectivos apéndices 0 e 0 deste trabalho. Dessa forma,
estabeleceu-se uma comparacao entre as interagcdes das referidas curcuminas com a
E. coli.

Antes de analisar o Grafico 28 em si, vale lembrar que como as curcuminas
utilizadas apresentam pesos moleculares diferentes, conforme descrito no subcapitulo

As curcuminas utilizadas, e a solugdo de trabalho foi de 3 ,4 em um volume de 1,5
ml as concentra¢des molares das curcuminas serdo de, aproximadamente, 55,1 uM
, 97,4 uM e de 54,3 uM, respectivamente, para as curcuminas Sigma, Natural e
Sintética.

Considerando os 9% da concentragdo total de curcuminas livres em solucéo,

as concentracbes molares estimadas de curcuminas livres serdo da ordem de,

aproximadamente, 4,959 M para a Sigma, 5,2 uM para a Natural e 4,9 uM

para a Sintética.
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Gréfico 28 - Monologaritmo da concentragcdo molar relativa das diferentes solu¢des de curcumina,
Sigma, Natural e Sintética no sobrenadante do caldo lavado da E. coli das diluigbes S
pelo relativo UFC médio / ml. Este gréafico foi obtido pela composigdo da leitura e andlise
dos gréficos: Gréfico 27, Gréafico 43 e Grafico 47. Comparando a interacdo das trés
curcuminas com a bactéria E. coli observamos notadamente que a melhor interagdo que
ocorreu foi a da Sigma-E.coli, uma vez que esta apresenta a menor concentra¢cdo molar

de curcumina livre no sobrenadante, curva d , dando o indicio de que em todas as
etapas do processo de diluicbes S ocorreram interagdes significativas de curcumina-
bactéria, tendo comportamento semelhante para a Sintética-E.coli. Ja a curcumina
Natural, curvas a e b, apresentou uma menor interagdo com a E. coli.

Fonte: Elaborado pelo autor

Analisando entdo o Grafico 28, nota-se claramente o comportamento
semelhante das curcuminas Sigma e Sintética e diferente da curcumina Natural em
relacdo as interacOes bacterianas. A maior interacdo estimada foi a da Sigma-E. coli

enquanto a menor foi a da Natural-E.coli.
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5.6.3 Comparacéo entre as interagcfes curcumina-bactéria para as curcuminas

Sigma, Natural e Sintética com a bactéria S. aureus

Tomando-se 0s mesmos processos de andlise dos subcapitulos anteriores,
5.6.1 Interacdo entre a curcumina Sigma e a bactéria E. coli e 5.6.2 Comparacgéao entre
as interacfes curcumina-bactéria para as curcuminas Sigma, Natural e Sintética com
a bactéria E. coli, substituindo-se a bactéria E. coli pela bactéria S. aureus e mantendo
as trés curcuminas utilizadas, Sigma, Natural e Sintética, nas mesmas concentracdes
molares, tanto a solugéo de trabalho quanto a stock, procederam-se as analises para
os estudos das interacdes Sigma-S.aureus, Natural-S.aureus e Sintética-S.aureus.

Assim, foram construidos, analisados e interpretados os mesmos graficos
referentes as analises das interac6es curcumina-E.coli. Estes referidos graficos estao
contidos nos apéndices que vao do apéndice 0, Gréfico das correspondéncias
estabelecidas entre as absorbancias médias do sobrenadante dos caldos lavados da
S. aureus nos comprimentos de onda de 425 nm e 600 nm e o UFC médio / ml
referente as diluicbes do tipo S, ao 0,  Gréfico relativo da Concentracdo molar da
curcumina Sintética livre no sobrenadante dos picos em 425 nm das curvas
transladadas das absorbancias médias do caldo lavado da S. aureus referente as
triplicatas biolégicas das diluicbes S pelo relativo UFC médio / ml.

Com isso, dos resultados obtidos na constru¢cdo dos gréficos Grafico 53,
Gréfico 57 e Grafico 61, contido, respectivamente, nos apéndices 0, 0 e 0 referentes
as concentracdes molares dos sobrenadantes do caldo lavado da S. aureus
adicionados, nessa ordem, das curcuminas Sigma, Natural e Sintética, pode-se
construir o Grafico 29 em que é possivel estabelecer a comparacdo das interacées

curcumina-bactéria entre as referidas curcuminas e a S. aureus.
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Monologaritmo da concentragdo molar relativa das diferentes solugdes de curcumina,
Sigma, Natural e Sintética no sobrenadante do caldo lavado da S. aureus das diluicdes
S pelo relativo UFC médio / ml. Este gréfico foi obtido pela composi¢do da leitura e
andlise dos gréaficosGréfico 53, Grafico 57 eGréfico 61, e que estdo, respectivamente,

nos apéndices 0, 0 e 0. Notamos pelas curvas b e C, que as curcuminas Sigma e
Sintética apresentaram a menor concentragdo molar de curcumina livre no meio,
comportamentos semelhantes de interacdo e que a interacdo Sigma-S.aureus
representou a melhor interac&o curcumina-bactéria. E possivel observar pelas curvas a
e d que as transi¢cdes entre os regimes de cada curva se d& entre as diluicdes S, e
Ss.E, nota-se que paras os grandes UFC médios relativos, Sp e S1, as interagfes Sigma-
S.aureus, Natural-S. aureus e Sintética-S.aureus apresentam comportamento
semelhante.

Fonte: Elaborado pelo autor.

No Grafico 29, pode ser observado um comportamento singular ao se comparar

a interacdo de cada tipo de curcumina com a S.aureus, pois cada interacdo

apresentou-se de forma distinta para as mesmas quantidades estimadas de bactérias,

nas diluigcdes Ss, Se e Sz, diferentes concentracdes molares estimadas de curcumina

livre no sobrenadante, que sdo acompanhadas pelas curvas a ,b e C neste grafico.

Sendo que as concentracbes molares na diluicdo Sz para as curcuminas Sigma,

Natural e Sintética, nessa ordem, no sobrenadante sédo de, aproximadamente, 2,9

uM , 58 uMm ede 2,7 um. Assim, a interacdo Sigma-S.aureus em todo processo

de interacdo durante as diluicdes de Sp até S7, por apresentar a menor quantidade de
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curcumina livre no sobrenadante, foi a mais bem sucedida entre as interacbes
curcumina-bactéria estudadas, quando comparadas com as curcuminas Sintética, que

apresentou comportamento semelhante, e com a Natural.

5.6.4 Comparacgao entre as interagdes curcumina-bactéria para as curcuminas

Sigma, Natural e Sintética com a bactéria S. mutans

Tomando-se como base os mesmos procedimentos analiticos descritos no
subcapitulo 5.6.1 utilizado para descrever a interacdo curcumina-bactéria nos 5.6.2 e
5.6.3, também aqui os serdo utilizados para a construcao e andlise da interacdo das
curcuminas Sigma, Natural e Sintética com a bactéria S. mutans.

Entdo, para isso, construiu-se o Gréafico 30 compondo-o da jun¢éo dos graficos:
Gréfico 67,Gréfico 71 e Grafico 75 dos, respectivos, apéndices 0, 0 e 0. Estes graficos
se referem as concentracdes molares relativas das curcuminas livres dos
sobrenadantes pelos UFC médios relativos com respeito as interacbes Sigma-

S.mutans, Natural-S.mutans e Sintética-S.mutans.
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Gréfico 30 - Monologaritmo da concentracdo molar relativa das diferentes solugfes de curcumina,

Sigma, Natural e Sintética no sobrenadante do caldo lavado da S. mutans das diluicdes
S pelo relativo UFC médio / ml. Este gréfico foi obtido pela composicdo da leitura e
analise dos graficos Gréfico 67, Grafico 71 e Gréfico 75, e que estdo, respectivamente,
nos apéndices 0, 0 e 0. Temos pela curva d que a interagdo Natural-S.mutans
apresentou-se durante todo o processo das diluicdes S a maior variagdo na
concentracdo de curcumina livre entre as trés. Notamos pelas curvas C e b que as
interacdes Sigma-S.mutans e Sintética-S.mutans apresentaram variagcdes de
concentracdo em regimes distintos e que o comportamento dessa interagdo entre as
diluicbes Sp e Sz ocorrem de maneira semelhante ao regime da Natural-S.mutans.
Observamos pela curva C que apresenta a menor concentragdo molar de curcumina
Sigma livre no sobrenadante, que a interacdo Sigma-S.mutans representou a melhor
interacdo curcumina-bactéria quando comparadas com as das curcuminas Natural e
Sintética.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Pode-se observar no Grafico 30 que as trés curcuminas interagiram

diferentemente com a S. mutans do que com as outras duas bactérias, sendo que a

interacdo Sigma-S.mutans, por apresentar a menor variacdo na concentracao molar

relativa de curcumina livre, foi a mais eficiente com respeito as outras duas.

A interacdo Sigma-S.mutans aconteceu de forma linear, representado pela

curva ¢ do Grafico 30, em que mostra a variagdo da concentracdo relativa da

curcumina Sigma de forma homogénea durante o processo das diluicbes S. Esse
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mesmo comportamento linear também foi observado na interacdo Sigma-S.aureus,
na curva a do Grafico 29. Sugere entdo, que este comportamento semelhante entre
as interacdes Sigma-S.mutans e Sigma-S.aureus aconteca devido as bactérias
pertencerem a mesma classificacdo de Gram, sendo gram-positivas, diferentemente
da interacdo Sigma-E.coli, sendo a E. coli uma gram-negativa.

Ao observar o comportamento da variacdo da concentracdo relativa da
curcumina Sintética livre no sobrenadante, pelas curvas b e d do Grafico 30, nota-se
gue a interagdo acontece em dois regimes distintos, com transi¢do de regime préximo
a diluicdo S4, da mesma forma que acontece com a curcumina Sintética e a bactéria

S. aureus, pelas curvas b e d do Grafico 29.

5.7 Comparacao das interagcdes curcumina-bactéria por tipo de

curcumina

Para uma comparacdo da interacdo curcumina-bactéria de cada uma das
bactérias em a cada curcumina, foram realizados a constru¢cdo dos Ultimos trés
gréficos, sendo um para cada curcumina estudada, Sigma, Natural e Sintética, assim

descritos e apresentados em subcapitulos como segue.

5.7.1 Interacdo da curcumina Sigma com as bactérias E. coli, S. aureus e S.

mutans

A primeira curcumina que sera mostrada € a curcumina Sigma. No Grafico 31,
€ apresentado uma juncgéo de graficos. O Grafico 27 do subcapitulo 5.6.1, o Gréfico
53 do apéndice 0 e o Grafico 67 do apéndice 0. Dessa forma sera possivel observar
0 comportamento da interacdo da curcumina Sigma com as trés bactérias estudadas

E. coli, S. aureus e S. mutans.
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Sobrenadante Sigma-Bacteéria

IR R LI R RN :..........1Curc.SigmaemPBS§
5,010 -+ IR e T e
W Escherichia coli 1 1 1 1

C {1 & Staphylococcus aureus
cs ® Streptococcus mutans
— -6 _| !
o 4,0x10
=
N
O 3,0x10° 1
{qv)
O
©
+S 2,0x10° 4
c
)
&
C 1,0x10°
O
O

0,0

9E7 18 1E9  1Fl0 1L
UFC Médio / ml

Gréfico 31 - Monologaritmo da concentracdo molar relativa das solu¢des de curcumina Sigma livre
nos sobrenadantes dos diferentes caldos lavados das bactérias E. coli, S. aureus e S.
mutans das diluicdes S pelo relativo UFC médio / ml. Nesse grafico observa-se dois
regimes distintos de interagdo curcumina-bactéria. Um com maior variagdo na

concentracdo molar relativa da curcumina livre para a bactéria E. coli, curvas d e b, e
outro com menor variagdo na concentracdo molar relativa de curcumina livre para as
bactérias S. aureus e S. mutans, curva C.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Neste Gréfico 31, tem-se que as variacdes das concentracdes molares relativas
aconteceram em dois regimes homogéneos distintos representados de forma linear
pelas curvas a e b. Na curva a , tem-se que a variacdo da concentracdo molar relativa

da curcumina livre, de aproximadamente 3,3 ,m , foi maior para a bactéria E. coli do
que para as outras duas bacterias, aproximadamente, sendo de 2,1 ,m para a S.
aureus e de 1,9 xm para a S. mutans. E, pela curva ¢, tem-se que as bactérias S.

aureus e S. mutans comportam-se de maneira semelhante quanto a variagdo da
concentracdo de curcumina livre. Isso pode ser um indicio de que a interacao
curcumina-bactéria acontece de maneiras distintas entre as bactérias gram-positivas

e gram-negativas.
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5.7.2 Interacdo da curcumina Natural com as bactérias E. coli, S. aureus e S.

mutans

Afim de observar a agora o comportamento da interacdo entre as diferentes
bactérias estudadas e a curcumina Natural foi construido o Gréfico 32. Este gréfico foi
composto pelos gréaficos Gréafico 43, Grafico 57 e Gréafico 71 contidos respectivamente

nos apéndices 0, 0 e 0.

ffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffff

W Escherichia coli ‘
€ Staphylococcus aureus |

| ! L | ! T ! LR ! rorrrT
1E7 1E8 1E9 1E10 1E11

UFC Médio / ml

Gréfico 32 -  Monologaritmo da concentracao molar relativa das solu¢des de curcumina Natural livre
nos sobrenadantes dos diferentes caldos lavados das bactérias E. coli, S. aureus e S.
mutans das diluicdes S pelo relativo UFC médio / ml. Neste gréafico pode se observar um
comportamento ndo homogéneo da variacdo das concentra¢cdes molares relativas para
cada uma das bactérias mas que ao todo segue uma certa linearidade ao longo das
diluicdes S, e que vdo se aproximando mostrando regimes semelhantes de
comportamento para concentracdes entre as diluicdes de Sy até Sy, para as bactérias E.
coli e S. aureus, e até Sz para a S. mutans.

Fonte: Elaborado pelo autor

No Grafico 32, é possivel observar um comportamento, de certa forma,

ordenado da variacdo da concentracdo molar relativa da curcumina Natural em cada
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uma das bactérias, mas que segue uma linearidade se observado como um todo.
Tem-se, pela curva C que apenas as diluicdes S das bactérias S. mutans e S. aureus
apresentam comportamento semelhante enquanto divergem da E. coli como

anteriormente mostrado.

5.7.3 Interacdo da curcumina Sintética com as bactérias E. coli, S. aureus e S.

mutans

Por fim, como ultimo, o Grafico 33 que trara a interacdo da curcumina sintética
com as bactérias até aqui estudadas, também foi elaborado com os dados
anteriormente apresentados e que estdo contidos respectivamente nos graficos de
namero Grafico 47, Gréafico 61 e Grafico 75 contidos respectivamente nos anexos 0,
OeO.

Sobrenadante Sintética-Bactéria

6,0X10_6 _""' ,,,,,,,, %?PLC,-SJFE?E'Q@?WE‘?S,L ,,,,,,
—
| -
© | | | | |
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EEL . 3 3 3 3
e 4,0x10 et NG R
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On
E I 0 L O e e L i o L N S S o= = - 1 SR
S
gg : : : 3 3
2,0X1078 —f-mrmomammm e U N
o 3 3 ’ : 3
c
o 3 3 3 3 3
1,010 oo T e (b
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4 Staphylococcus aureus | ‘ !
0o © Stepococcusmutans L ——SG— AWy 0D
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Gréfico 33 - Monologaritmo da concentragcdo molar relativa das solu¢des de curcumina Sintética livre
nos sobrenadantes dos diferentes caldos lavados das bactérias E. coli, S. aureus e S.
mutans das diluicdes S pelo relativo UFC médio / ml.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Observa-se no Grafico 33, dois regimes linearmente apresentados com relacao
a variacdo da concentracdo molar relativa da curcumina Sintética e que estédo
representados pelas curvas a eb. Da curva a tem-se a variagdo dessa concentracao
de curcumina para a bactéria E. coli e da curva ¢ tem-se um comportamento
semelhante para as bactérias S. aureus e S. mutans, como ja visto na interacéo da

curcumina Sigma coma as bactérias, apresentado no Grafico 31 do subcapitulo 5.7.1.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo buscou o entendimento das propriedades de diferentes
curcuminas em solucdo aquosa, do processo de internalizacdo dessas moléculas em
células de culturas bacterianas na forma planctbnica e de biofilmes, sendo uma
gram-negativa, a Escherichia coli, e outras duas gram-positivas, a Staphylococcus
aureus e a Streptococcus mutans, bem como da acdo dessas moléculas como
agentes fotossensibilizadore (FS) atuando principalmente na parede celular.

Trés curcuminas de diferentes origens foram usadas, uma curcumina obtida
por extracdo direta da Curcuma longa (natural) e outras duas sintéticas. Medidas de
absorbancia no UV-Vis mostraram que a curcumina natural possui uma excelente
estabilidade temporal quanto a formacédo de agregados moleculares e formacédo de
particulados em solugdo aquosa. J& as curcuminas sintéticas apresentam trés fases
sucessivas que consomem curcumina livre através da a formacdo de agregados
moleculares menores que 70 nm e particulados grandes com dimensdes da ordem de
micrometros.

Na fase inicial rapida (~10 min), uma fragdo das moléculas livres (~50 %) &
transformada em agregados moleculares pequenos. Na fase posterior lenta (70 min),
ocorre formacéo de agregados moleculares maiores de tamanhos menores que 70
nm e, finalmente, uma transi¢do rapida leva formacéao de particulados grandes com
dimensdes da ordem de micrometros a partir do consumo dos agregados moleculares
pequenos. No equilibrio, as espécies de curcumina na forma de moleculas livre (2%),
de agregados pequenos e de particulados coexistem em solucdo aquosa em fracdes
gue dependem da concentracdo nominal inicial.

Estudos de microscopia confocal realizados durante a primeira fase
demonstram a viabilidade da internalizagcdo de curcumina sintética nas células em
biofilmes e na forma planctonica.

A internalizacdo da curcumina em solucdo aquosa € limitada pela permeacgéao
nos biofilmes e pela difusdo rapida na parede celular, de modo que a saturacdo no
interior das células de S. mutans é atingida em de 3 min. A internalizacdo na forma
planctbnica é limitada apenas por difusdo em solucdo e se processa em tempos da

ordem de 1 min.
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Medidas da recuperacdo as fluorescéncias apos fotodegradacdo (FRAP)
mostram que o tempo de difusdo da curcumina pela parede celular é da ordem de 12
segundos.

Os tempos de internalizacdo dependem da concentracdo nominal inicial e a
concentracfes de curcumina livre no interior das células ap0s a saturacdo atinge
valores na faixa de mMolar. As medidas mostram que a incorpora¢ao nas células nos
biofiilmes é quatro vezes maior que na forma planctbnica, o que impde certa
seletividade na fotoinativagcdo das bactérias no biofilme, preservando a forma
planctoénica.

O resultado pode levar ao desenvolvimento de terapias que desconstroem 0s
biofilmes ao mesmo tempo que preservam a microbiota bucal. Além disso, a forma
agregada da curcumina se desestabiliza através da interacdo com o biofilme, gerando
a forma livre da curcumina que € mais adequada para difundir e permear o biofilme.

A forma agregada da curcumina é importante por ser mais estavel a
fotodegradacao em relacéo a forma livre. J& a curcumina internalizada se encontra na
forma livre de modo que as moleculas fotodegradadas séo totalmente trocadas para
tempos proximos de 10 segundos. Este resultado € importante na terapia de
inativacao fotodinamica, uma vez que a curcumina pode ser eliminada do organismo
de forma eficiente.

Estudos de inativagéo fotodinamica dos biofilmes mostram que doses de luz
menores que 1 J/cm? entregues durante a varredura da microscopia confocal ndo
produzem dano a parede celular da S. Mutans. Por outro lado, dose de luz de 9 J/
cm? produz a reducdo de 63% das curcuminas ativas dentro da regido estudada.
Porém, esta dose produz danos irreversiveis na parede celular que induz a
internalizacdo de curcumina ativada pela luz, o que aumenta a concentracdo de
curcumina livre ndo degradada no interior das células de modo a produzir maior
concentracdo de espécies reativas e inativacdo mais eficiente das bactérias no
biofilme.

Diferentes técnicas Opticas envolvendo medidas de absorbancia foram
aprimoradas para caracterizar a preparacdo e contagem de células na forma
plancténica. Estes procedimentos levaram a um melhor entendimento dos processos
de interacdo e internalizacdo das diferentes formas de curcumina para bactérias gram-
negativas, a Escherichia coli e para as outras duas gram-positivas, a
Staphylococcus aureus e a Streptococcus mutans.
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As interacdes e internalizacdes das varias curcuminas se processam de forma
diferente para a E. coli e as outras duas gram-positvas. A curcumina natural,
que contém curcuminoides, tem internalizagdo mais efeitva do que as outras duas
formas sintéticas.

Por fim, conclui-se que por meio dos resultados e analises obtidos e aqui
discutidos que este trabalho contribuira para a promog¢ao das técnicas e revisdo de
alguns protocolos de Terapia Fotodinamica e de Inativagao Fotodinamica tanto no

combate a infecgdes bacterianas quanto as causadas por outros microorganismos.
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APENDICE

A. Gréficos das meédias das absorbancias das diluicdes
sequenciais do tipo S da bactéria S. aureus
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Grafico 34 — Médias das medidas de absorbancia das amostras preparadas do caldo bacteriano da

S. aureus lavado por 3 vezes e submetido a uma série de 7 diluicdes sequenciais de 50
% , sendo a primeira, solugdo inicial, So ,com 100 % da amostra do caldo lavada, a

1 1
segunda amostra, S; , com 7 da Sy, a terceira amostra, Sz , com f da Sy, a quarta
1 . 1
amostra, Sz, com 3 da So, a quinta amostra, S, com % da So, a sexta amostra, Ss ,
1 - 1 , .
com o da So, a sétima amostra, S, com & da S, e por fim, a oitava amostra, S7, com

1 ' N A
178 da So. Empreende-se deste grafico que as curvas referentes as diluigbes seguem

aequagdo aA(1) =c, -1 +C, -4 apresentada para espalhamentos caracteristicos de

particulas pequenas com indices de 4 de —1,7 e de -4 jarelatado anteriormente para

a bactéria S. aureus na subsecdo 5.4.1 Nota-se que o comportamento das curvas
comeca a homogeneizar-se, tende a aproximar-se, em 600 nm, a partir da curva Ss
préximo a absorbancia de 1, apresentando caracteristicas semelhantes para menores
comprimentos de onda. Observa-se também que conforme a diluicdo do caldo lavado
aumenta a curva de absorbancia diminui, uma caracteristica ja esperada, ao passo que
guanto maior a diluicho menor serd a quantidade de microrganismos presentes na
solugao.

Fonte: Elaborado pelo autor
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B. Grafico das absorbancias em 600 nm com os UFC médios /
ml pelas diluicbes sequenciais do tipo S para o

sobrenadante do caldo bacteriano da S. aureus.
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Grafico 35 — Logaritmico obtido das respectivas absorbancias do Grafico 19 retiradas no
comprimento de onda de 600 nm para cada curva média de absorbancia medida de cada
diluicio S e correlacionada as médias da contagem das unidades formadoras de
colénias por ml (UFC médio / ml). Neste grafico € possivel estabelecer uma relacao
direta entre a média da quadrupla das absorbancias de cada amostra S e seu UFC médio
/ ml. A linearidade apresentada entre as diluicbes S, e S; pelas medidas das médias das
absorbancias também é observada pelas contagens das unidades formadoras de
colbnias.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Gréaficos das absorbancias das diluicdes sequenciais da

bactéria S. mutans
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Médias das medidas de absorbancia das amostras preparadas do caldo bacteriano da
S. mutans lavado por 3 vezes e submetido a uma série de 7 diluicbes sequenciais de 50
% , sendo a primeira, solucéo inicial, So ,com 100 % da amostra do caldo lavada, a

1 1
segunda amostra, S; , com 7 da Sy, a terceira amostra, S, , com i da Sy, a quarta
1 . 1
amostra, Sz, com s da So, a quinta amostra, S, com % da So, a sexta amostra, Ss ,
1 - 1 , .
com o da So, a sétima amostra, S, com & da S, e por fim, a oitava amostra, S7, com

1 ' N e
178 da So. Empreende-se deste grafico que as curvas referentes as diluigbes seguem

aequagdo aA(1)=c, -1 7 +C, -4+ apresentada para espalhamentos caracteristicos de
particulas pequenas com indices de 4 de —1,7 e de -4 jarelatado anteriormente para

a bactéria S. mutans na subsecdo 5.4.1 Nota-se que o comportamento das curvas
comeca a homogeneizar-se, tende a aproximar-se, em 600 nm, a partir da curva Ss
proximo a absorbancia de 1, apresentando caracteristicas semelhantes para menores
comprimentos de onda. Observa-se também que conforme a diluicdo do caldo lavado
aumenta a curva de absorbancia diminui, uma caracteristica ja esperada, ao passo que
guanto maior a diluicho menor serd a quantidade de microrganismos presentes na
solucao.

Fonte: Elaborado pelo autor
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D. Grafico das absorbancias em 600 nm com os UFC médios /
ml pelas diluicbes sequenciais do tipo S para o

sobrenadante do caldo bacteriano da S. mutans.
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Gréfico 37 — Logaritmico obtido das respectivas absorbancias do Gréfico 19 retiradas no

comprimento de onda de 600 nm para cada curva média de absorbancia medida de cada
diluicdo S e correlacionada as médias da contagem das unidades formadoras de
colénias por ml (UFC médio / ml). Neste gréafico € possivel estabelecer uma relagao
direta entre a média da quadrupla das absorbancias de cada amostra S e seu UFC médio
/ ml. A linearidade apresentada entre as diluicdes S e Sy pelas medidas das médias das
absorbancias também é observada pelas contagens das unidades formadoras de
colbnias.
Fonte: Elaborado pelo autor
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E. Gréfico das correspondéncias estabelecidas entre as
absorbancias médias do sobrenadante dos caldos lavados
da E. coli nos comprimentos de onda de 425 nm e 600 nm

e 0 UFC médio / ml referente as diluicdes do tipo S.

Escherichia coli(425nm)
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Graéfico 38 Logaritmo que estabelece a relagdo direta entre as medidas médias das quadruplas de
absorbancia e o UFC médio / ml trabalhado com a bactéria Escherichia coli. Para
construir este gréfico os dados foram retirados dos Gréfico 19 e Grafico 20. Observa-se
uma relacéo linear entre as médias das medidas de absorbancia tanto em 425 nm quanto
em 600 nm e UFC / ml, estabelecendo assim uma forma indireta de contagem de células
viaveis e a medida de absorbancia para esta cepa nestes dois comprimentos de onda.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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F. Gréaficos das absorbancias médias do caldo lavado da E.
coli referente as triplicatas bioldégicas das diluicbes S
obtido por meio do acompanhamento de todos os
controles sem a adicao de curcumina
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Gréfico 39 — Monologaritmo dos espectros de Absorbancia na regido espectral UV-Vis das médias

das medidas de absorbancia das triplicatas biol6gicas da E. coli submetido a uma série
de 7 diluicbes sequenciais de 50 %, sendo a primeira, solugéo inicial, So ,com 100 % da

amostra do caldo lavado, a segunda amostra, S;, com ! da Sy, a terceira amostra, S ,
2
com 1 da S, a quarta amostra, Sz, com 1 da So, a quinta amostra, S4, com L da So,
4 8 16
a sexta amostra, Ss, com 1 da Sy, a sétima amostra, Ss , com L da So, e por fim, a
32 64

oitava amostra, S; , com _1_ da So. Empreende-se deste grafico que as curvas
128

referentes as diluicbes seguem a equagdo A1) =cC,-1 " +C,-1* apresentada para
espalhamentos caracteristicos de particulas pequenas com indices de 1 de —1,7 e de

-4 ja relatado para a E. coli na subsecdo 5.4.1. Observa-se que conforme a diluicédo do
caldo lavado aumenta a curva de absorbancia diminui, uma caracteristica ja esperada,
ao passo que quanto maior a diluicdo menor serd a quantidade de microrganismos
presentes na solugéo.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Gréficos das absorbancias meédias do caldo lavado da E.
coli referente as triplicatas bioldgicas das diluicdes S com

adicdo da curcumina Natural
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Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regido espectral UV-Vis das médias
das ftriplicatas biolégicas das diferentes diluicbes S referente as diferentes
concentracdes do sobrenadante do caldo bacteriano lavado da E. coli, com uma aliquota

de 3 ul, em cada uma das diluicdes S, retiradas das solugdes stock de 10 m—? da
m

curcumina Natural preparada em solugéo de etanol, na concentracéo final de 57,4 ;M

por microtubo de 1,5 ml. Empreende-se que todas as curvas médias apresentam os
picos caracteristicos da presenca da curcumina Natural no comprimento de onda de 425
nm, além disso, salienta-se dois diferentes regimes de curvas de absorbancia ao
considerarmos os espalhamentos para os comprimentos de onda entre 600 nm e 1000
nm. Um caracteristico da bactéria E. coli para as curvas médias Sy, S1 € Sy, que tem a
lei de formagéo na equagdo A1) =c,- 1> +C, -1, emque Sy, por exemplo, apresenta
a equacdo A(1) =1,9x10%-17 +50x10" -1+ € com espalhamentos caracteristicos de
particulas pequenas e indices de 1 de —1,7 e -4. Além disso, nota-se que conforme

as concentrac6es do caldo bacteriano lavado véo diminuindo as curvas de absorbéncia
também véo, uma vez que quanto maior for a diluicio menor sera a quantidade de
microrganismos presentes no meio.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Grafico do translado vertical das curvas referentes as
absorbancias médias do caldo lavado da E. coli referente

as triplicatas biologicas das diluicbes S com adicdo da

curcumina Natural
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Grafico 41 — Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regido espectral UV-Vis das curvas

médias transladadas em rela¢éo ao eixo Yy obtidas do anexo 0. Observa-se que ao
realizar o translado das curvas, no comprimento de onda de 585,43 NMm e absorbancia
de 0,0693, todas as curvas passam por este ponto especifico permitindo-se com isso
desprezar o ruido de fundo gerado a partir do comprimento de onda de 575,71 nm para

as futuras analises, por se tratar de uma regido em que o espalhamento se deve a
formacdo de clusters e aglomerados particulares como tratado no subcapitulo 5.1
Caracterizagdo Optica das curcuminas. Além disso, tem-se que ao transladar essas
curvas hd uma inversdo do posicionamento de cada uma delas em relacdo a
originalmente tragada. Note que a curva referente as absorbancias médias da diluicao
So que aparecia em primeiro, de cima para baixo, no anexo 0, agora aparece em ultimo,
sendo a mais proxima da curva de referéncia, e a curva referente as absorbancias
médias da diluicdo S7 que aparecia em ultimo, de cima para baixo, no anexo 0, agora
esta em primeiro, ou seja, em relacéo a reta de referéncia esta é a mais distante.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Grafico analitico percentual dos picos em 425 nm das
curvas transladadas das absorbancias médias do caldo
lavado da E. coli referente as triplicatas biolégicas das

diluicdes S e com adicdo da curcumina Natural
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Grafico 42 — Monologaritmo resultante da andlise dos picos, no comprimento de onda de 425 nm, das
curvas transladadas apresentadas no Gréfico 41. Observa-se dois regimes significativos
em relacdo ao comportamento da quantidade de curcumina Natural que interagiu com a
E. coli, que estdo representados pelas retas tracejadas em preto. A curva (b) mostra um
regime de acentuado de crescimento da absorbancia relativa referente a curcumina livre
no sobrenadante a partir da diluicdo Sz e até a diluicdo S7. A curva (a) apresenta uma
pequena variacdo da quantidade de curcumina Natural livre no meio, apresentada pela
variagdo da absorbancia de 0,07 até 0,01, entre as diluigbes So e Ss.

Fonte: Elaborado pelo autor
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J. Gréfico relativo da Concentragdo molar da curcumina
Natural livre no sobrenadante dos picos em 425 nm das
curvas transladadas das absorbancias médias do caldo
lavado da E. coli referente as triplicatas biolégicas das
diluicdes S pelo relativo UFC médio / ml
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Gréafico 43 — Monologaritmo construido com as informac8es do Grafico 42, para o eixo das ordenadas

obtido pela correlacdo das absorbancias relativas no comprimento de onda de 425 NM
do sobrenadante contendo curcumina Natural livre com a concentragdo molar do Gréfico
1-b, e o0 eixo das abscissas obtido pelas informacdes do Grafico 38, apéndice O.
Evidenciam-se dois regimes para as diferentes concentra¢cdes molares de curcumina
Sigma livre que estdo representados pelas linhas tracejadas em preto. A curva (a)
representa uma pequena variagdo da concentracdo molar da curcumina livre do
sobrenadante de, aproximadamente, 0,29 uM , So, para 1,3 xM , Ss, €m uma variagéo

de UFC médio / ml de 1,24 x10'° para 1,85=<10° , respectivamente, de Sp para Ss. A

curva (b) mostra uma grande variacdo da concentragdo molar da curcumina Sigma livre
no sobrenadante de, aproximadamente, 1,3 M em Sz para 6,6 xM em Sy,

acompanhada por certa linearidade pela variagdo do UFC médio / mlde 1,85<10° em
Sspara 5,55x107 €m Sy.

Fonte: Elaborado pelo autor
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K. Graficos das absorbancias médias do caldo lavado da E.
coli referente as triplicatas bioldgicas das diluicdes S com
adicdo da curcumina Sintética
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Grafico 44 — Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regido espectral UV-Vis das médias

das ftriplicatas biolégicas das diferentes diluicbes S referente as diferentes
concentracdes do sobrenadante do caldo bacteriano lavado da E. coli, com uma aliquota

de 3 ul, em cada uma das diluicdes S, retiradas das solugdes stock de 10 m—? da
m

curcumina Natural preparada em solugéo de etanol, na concentracéo final de 54,3 ;M

por microtubo de 1,5 ml. Empreende-se que todas as curvas médias apresentam os
picos caracteristicos da presenca da curcumina Sintética no comprimento de onda de
425 nm, além disso, salienta-se dois diferentes regimes de curvas de absorbancia ao
considerarmos os espalhamentos para os comprimentos de onda entre 600 nm e 1000
nm. Um caracteristico da bactéria E. coli para as curvas médias Sy, S1 € Sy, que tem a
lei de formagéo na equacdo A1) =c, -4 +C, -1, emque Sy, por exemplo, apresenta

a equacdo A(1) =1,9x10%-17 +50x10" -1+ € com espalhamentos caracteristicos de
particulas pequenas e indices de 1 de —1,7 e —-4. Além disso, nota-se que conforme

as concentrac6es do caldo bacteriano lavado vao diminuindo as curvas de absorbancia
também véo, uma vez que quanto maior for a diluicio menor sera a quantidade de
microrganismos presentes no meio.

Fonte: Elaborado pelo autor
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L. Grafico do translado vertical das curvas referentes as
absorbancias médias do caldo lavado da E. coli referente
as triplicatas bioldgicas das diluicbes S com adicdo da
curcumina Sintética

Escherichia coli - Curcumina Sintética
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Grafico 45 — Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regido espectral UV-Vis das curvas

médias transladadas em relacdo ao eixo Yy obtidas do anexo 0. Observa-se que ao
realizar o translado das curvas, no comprimento de onda de 573,13 nm e absorbancia
de 0,0235, todas as curvas passam por este ponto especifico permitindo-se com isso
desprezar o ruido de fundo gerado a partir do comprimento de onda de 573,13 nm para

as futuras analises, por se tratar de uma regido em que o espalhamento se deve a
formacdo de clusters e aglomerados particulares como tratado no subcapitulo 5.1
Caracterizacdo Optica das curcuminas. Além disso, tem-se que ao transladar essas
curvas hd uma inversdo do posicionamento de cada uma delas em relacdo a
originalmente tragada. Note que a curva referente as absorbancias médias da diluicao
So que aparecia em primeiro, de cima para baixo, no anexo 0, agora aparece em Ultimo,
sendo a mais proxima da curva de referéncia, e a curva referente as absorbéancias
médias da diluicdo S7 que aparecia em ultimo, de cima para baixo, no anexo 0, agora
esta em primeiro, ou seja, em relacdo a reta de referéncia esta é a mais distante.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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M. Gréfico analitico percentual dos picos em 425 nm das
curvas transladadas das absorbancias médias do caldo
lavado da E. coli referente as triplicatas biolégicas das

diluicbes S e com adi¢cdo da curcumina Sintética
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Grafico 46 — Monologaritmo resultante da analise dos picos, no comprimento de onda de 425 nm, das
curvas transladadas apresentadas no Gréfico 45. Observa-se dois regimes significativos
em relacdo ao comportamento da quantidade de curcumina Sintética que interagiu com
a E. coli, que estéo representados pelas retas tracejadas em preto. A curva (b) mostra
um regime de acentuado de crescimento da absorbancia relativa referente a curcumina
livre no sobrenadante a partir da diluicdo S; e até a diluicdo Sy. A curva (b) apresenta
uma pequena variagdo da quantidade de curcumina Natural livre no meio, apresentada
pela variagcao da absorbancia de 0,07 até 0,01, entre as diluicdes Sp e Sa.

Fonte: Elaborado pelo autor
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N. Gréfico relativo da Concentracdo molar da curcumina
Sintéticalivre no sobrenadante dos picos em 425 nm das curvas
transladadas das absorbancias meédias do caldo lavado da E.
coli referente as triplicatas biolégicas das diluicbes S pelo

relativo UFC médio / ml
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Gréfico 47 Monologaritmo construido com as informac¢8es do Grafico 42, para o eixo das ordenadas
obtido pela correlacdo das absorbancias relativas no comprimento de onda de 425 NM
do sobrenadante contendo curcumina Natural livre com a concentragdo molar do Gréfico
1-b, e o0 eixo das abscissas obtido pelas informagdes do Grafico 38, apéndice O.
Evidenciam-se dois regimes para as diferentes concentra¢cdes molares de curcumina
Sigma livre que estdo representados pelas linhas tracejadas em preto. A curva (a)
representa uma pequena variagdo da concentracdo molar da curcumina livre do
sobrenadante de, aproximadamente, 0,11 uM , So, para 0,34 M, Ss, em uma

variagdo de UFC médio / ml de 1,24 <10 para 1,85x=10° , respectivamente, de So

para Ss. A curva (b) mostra uma grande variacdo da concentragdo molar da curcumina
Sigma livre no sobrenadante de, aproximadamente, 0,34 M em Sgpara 4,6 M em

Sz, acompanhada por certa linearidade pela variacdo do UFC médio / ml de 1, 85 < 10°
em Sz para 5,55x<107 €m Sy.
Fonte: Elaborado pelo autor
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O. Grafico das correspondéncias estabelecidas entre as
absorbancias médias do sobrenadante dos caldos lavados

da S. aureus nos comprimentos de onda de 425 nm e 600

nm e o UFC médio / ml referente as dilui¢cdes do tipo S
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Graéfico 48 Logaritmo que estabelece a relagdo direta entre as medidas médias das quadruplas de
absorbancia e o UFC médio / ml trabalhado com a bactéria Staphylococcus aureus. Para
construir este gréfico os dados foram retirados dos Gréfico 35 e Grafico 22. Observa-se
uma relacéo linear entre as médias das medidas de absorbancia tanto em 425 nm quanto
em 600 nm e UFC / ml, estabelecendo assim uma forma indireta de contagem de células
viaveis e a medida de absorbancia para esta cepa nestes dois comprimentos de onda.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Gréfico das absorbancias médias do caldo lavado da S.
aureus referente as triplicatas bioldgicas das diluicdes S
obtido por meio do acompanhamento de todos os

controles sem a adicao de curcumina

Staphylococcus aureus - Sem Curcumina
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Grafico 49 Monologaritmo dos espectros de Absorbancia na regido espectral UV-Vis das médias

das medidas de absorbéncia das triplicatas bioldgicas da S. aureus submetido a uma
série de 7 diluicdes sequenciais de 50 %, sendo a primeira, solucao inicial, Sp ,com 100

% da amostra do caldo lavado, a segunda amostra, S; , com 1 da Sy, a terceira amostra,
2
S2, com 1 da So, a quarta amostra, Sz, com 1 da So, a quinta amostra, S4, com 1 da
4 8 16
So, @ sexta amostra, Ss, com L da So, a sétima amostra, S¢, com L da Sy, e por fim,
32 64

a oitava amostra, S; , com _1_ da So. Empreende-se deste grafico que as curvas
128

referentes as diluicbes seguem a equagdo A1) =c,- 1" +C,-1“ apresentada para
espalhamentos caracteristicos de particulas pequenas com indices de A de —1,7 ede

-4 jarelatado para a S. aureus na subsecdo 5.4.1. Observa-se que conforme a diluicdo
do caldo lavado aumenta a curva de absorbancia diminui, uma caracteristica ja
esperada, ao passo que quanto maior a diluicdo menor sera a quantidade de
microrganismos presentes na solucao.

Fonte: Elaborado pelo autor



Q.

169

Gréfico das absorbancias médias do caldo lavado da S.
aureus referente as triplicatas bioldgicas das diluicées S

com adi¢cdo da curcumina Sigma

Staphylococcus aureus - Curcumina Sigma
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Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regido espectral UV-Vis das médias

das ftriplicatas biol6égicas das diferentes diluicdes S referente as diferentes

concentracdes do sobrenadante do caldo bacteriano lavado da S. aureus, com uma
. S . ~ m

aliquotade 3 ul, em cada uma das diluigBes S, retiradas das solugdes stock de 10 —?
m

da curcumina Sigma preparada em solucdo de etanol, na concentracdo final de 55,1

uM por microtubo de 1,5 ml. Empreende-se que todas as curvas médias apresentam

0s picos caracteristicos da presenca da curcumina Sigma no comprimento de onda de
425 nm, além disso, salienta-se dois diferentes regimes de curvas de absorbancia ao
considerarmos os espalhamentos para os comprimentos de onda entre 600 nm e 1000
nm. Um caracteristico da bactéria S. aureus para as curvas médias So, S1 € Sz, que tem
a lei de formacdo na equagdo aA(i)=c,-A2*7"+C,-1*, €m que S;, por exemplo,
apresenta a equagdo A1) =2,35x10*-17%%+50x10"-4* € com espalhamentos
caracteristicos de particulas pequenas e indices de 1 de —1,8 e —4. Além disso, nota-

se que conforme as concentracdes do caldo bacteriano lavado vao diminuindo as curvas
de absorbancia também véo, uma vez que quanto maior for a diluicdo menor serd a
guantidade de microrganismos presentes no meio.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Grafico do translado vertical das curvas referentes as
absorbancias médias do caldo lavado da S. aureus
referente as triplicatas biologicas das diluicbes S com

adicdo da curcumina Sigma

, Staphylococcus aureus - Curcumina Sigma
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Grafico 51 Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regido espectral UV-Vis das curvas

médias transladadas em rela¢éo ao eixo Yy obtidas do anexo 0. Observa-se que ao
realizar o translado das curvas, no comprimento de onda de 580,13 NMm e absorbancia
de 0,0135, todas as curvas passam por este ponto especifico permitindo-se com isso
desprezar o ruido de fundo gerado a partir do comprimento de onda de 580,13 nm para

as futuras analises, por se tratar de uma regido em que o espalhamento se deve a
formacdo de clusters e aglomerados particulares como tratado no subcapitulo 5.1
Caracterizacdo Optica das curcuminas. Além disso, tem-se que ao transladar essas
curvas hd uma inversdao do posicionamento de cada uma delas em relacdo a
originalmente tragada. Note que a curva referente as absorbancias médias da diluicao
So que aparecia em primeiro, de cima para baixo, no anexo 0, agora aparece em Ultimo,
sendo a mais proxima da curva de referéncia, e a curva referente as absorbancias
médias da diluicdo S7 que aparecia em ultimo, de cima para baixo, no anexo 0, agora
esta em primeiro, ou seja, em relacéo a reta de referéncia esta € a mais distante.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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S. Grafico analitico percentual dos picos em 425 nm das
curvas transladadas das absorbancias médias do caldo
lavado da S. aureus referente as triplicatas bioldgicas das

diluicdes S e com adicdo da curcumina Sigma
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Grafico 52 - Monologaritmo resultante da andlise dos picos, no comprimento de onda de 425 nm, das
curvas transladadas apresentadas no Gréfico 51. Observa-se dois regimes significativos
em relacdo ao comportamento da quantidade de curcumina Sigma que interagiu com a
S.aureus, que estdo representados pelas retas tracejadas em preto. A curva (a) mostra
um regime de acentuado de crescimento da absorbancia relativa referente a curcumina
livre no sobrenadante a partir da diluicdo S; e até a diluicdo Sy. A curva (b) apresenta
uma pequena variacdo da quantidade de curcumina Sigma livre no meio, apresentada
pela variagcao da absorbancia de 0,005 até 0,05, entre as diluicdes Sp e Ss.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Gréfico relativo da Concentragdo molar da curcumina
Sigma livre no sobrenadante dos picos em 425 nm das
curvas transladadas das absorbancias médias do caldo
lavado da S. aureus referente as triplicatas bioldgicas das

diluicdes S pelo relativo UFC médio / ml
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Monologaritmo construido com as informac¢8es do Grafico 42, para o eixo das ordenadas
obtido pela correlacdo das absorbancias relativas no comprimento de onda de 425 NM
do sobrenadante contendo curcumina Sigma livre com a concentracdo molar do Grafico
1-b, e 0 eixo das abscissas obtido pelas informacdes do Gréfico 48, apéndice O.
Evidenciam-se dois regimes para as diferentes concentra¢cdes molares de curcumina
Sigma livre que estdo representados pelas linhas tracejadas em preto. A curva (a)
representa uma pequena variagdo da concentracdo molar da curcumina livre do
sobrenadante de, aproximadamente, 0,09 M, So, para 0,98 M, Ss, em uma

variacdo de UFC médio / ml de 2,73x10%™ para 3,09x=10° , respectivamente, de So

para Ss. A curva (b) mostra uma grande variacdo da concentragdo molar da curcumina
Sigma livre no sobrenadante de, aproximadamente, 0,98 M em Sz para 2,12 4M €em

S7, acompanhada por certa linearidade pela variagéo do UFC médio / ml de 3 09 =<10°
em Sz para 1,07 <107 em S.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Gréfico das absorbancias médias do caldo lavado da S.
aureus referente as triplicatas bioldgicas das diluicbes S

com adi¢cdo da curcumina Natural
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Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regido espectral UV-Vis das médias

das ftriplicatas biologicas das diferentes diluicdes S referente as diferentes

concentracdes do sobrenadante do caldo bacteriano lavado da S. aureus, com uma
. T . ~ m

aliquotade 3 ul, em cada uma das diluigBes S, retiradas das solugdes stock de 10 —?
m

da curcumina Natural preparada em solugéo de etanol, na concentracdo final de 55,1

uM por microtubo de 1,5 ml. Empreende-se que todas as curvas médias apresentam

0s picos caracteristicos da presenc¢a da curcumina Natural no comprimento de onda de
425 nm, além disso, salienta-se dois diferentes regimes de curvas de absorbancia ao
considerarmos os espalhamentos para os comprimentos de onda entre 600 nm e 1000
nm. Um caracteristico da bactéria S. aureus para as curvas médias So, S1 € Sz, que tem
a lei de formagdo na equagéo aA(i)=c,-A2 7" +C,-1*, €m que S;, por exemplo,
apresenta a equagao A(1)=2,1x10*-17°+50x10"-2* € com espalhamentos
caracteristicos de particulas pequenas e indices de 1 de —1,8 e —4. Além disso, nota-

se que conforme as concentracdes do caldo bacteriano lavado vao diminuindo as curvas
de absorbancia também véo, uma vez que quanto maior for a diluigdo menor sera a
guantidade de microrganismos presentes no meio.

Fonte: Elaborado pelo autor
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V. Gréfico do translado vertical das curvas referentes as
absorbancias médias do caldo lavado da S. aureus
referente as triplicatas biologicas das diluicbes S com
adicdo da curcumina Natural

Staphylococcus aureus -
"% S R R SN N WU S——

- ]
>
—
©
]
e |
©
O |
C |
«O |
@) S
— 0014 sl sttt Sttt ettt ettt ffftts et ettt st ettt st et
o ] S;
2 | S,
2 | =

- Se

_87

01001 I T T T T T T T T 1
300 400 500 600 700 800 900 1000

Comprimento de Onda (nm)
Grafico 55 Monologaritmo dos espectros de absorbéncia na regido espectral UV-Vis das curvas

médias transladadas em rela¢éo ao eixo Yy obtidas do anexo 0. Observa-se que ao
realizar o translado das curvas, no comprimento de onda de 720,79 nm e absorbancia
de 0,0273, todas as curvas passam por este ponto especifico permitindo-se com isso
desprezar o ruido de fundo gerado a partir do comprimento de onda de 720,79 nm para
as futuras andlises, por se tratar de uma regido em que o espalhamento se deve a
formacdo de clusters e aglomerados particulares como tratado no subcapitulo 5.1
Caracterizacdo Optica das curcuminas. Além disso, tem-se que ao transladar essas
curvas hd uma inversdo do posicionamento de cada uma delas em relacdo a
originalmente tragada. Note que a curva referente as absorbancias médias da diluicao
So que aparecia em primeiro, de cima para baixo, no anexo 0, agora aparece em Ultimo,
sendo a mais proxima da curva de referéncia, e a curva referente as absorbancias
médias da diluicdo S; que aparecia em ultimo, de cima para baixo, no anexo 0, agora
esta em primeiro, ou seja, em relacé@o a reta de referéncia esta é a mais distante.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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W. Grafico analitico percentual dos picos em 425 nm das
curvas transladadas das absorbancias médias do caldo
lavado da S. aureus referente as triplicatas bioldgicas das

diluicdes S e com adicdo da curcumina Natural
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Graéfico 56 Monologaritmo resultante da analise dos picos, no comprimento de onda de 425 nm, das
curvas transladadas apresentadas no Gréfico 51. Observa-se dois regimes significativos
em relacdo ao comportamento da quantidade de curcumina Sigma que interagiu com a
S.aureus, que estdo representados pelas retas tracejadas em preto. A curva (a) mostra
um regime de acentuado de crescimento da absorbancia relativa referente a curcumina
livre no sobrenadante a partir da diluicdo S; e até a diluicdo S;. A curva (b) apresenta
uma pequena variacdo da quantidade de curcumina Sigma livre no meio, apresentada
pela variagcao da absorbancia de 0,009 até 0,04, entre as diluicdes Sy € Ss.

Fonte: Elaborado pelo autor
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X.  Grafico relativo da Concentracdo molar da curcumina
Natural livre no sobrenadante dos picos em 425 nm das
curvas transladadas das absorbancias médias do caldo
lavado da S. aureus referente as triplicatas bioldgicas das
diluicdes S pelo relativo UFC médio / ml
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Grafico 57

UFC Médio / mli

Monologaritmo construido com as informacgdes do Grafico 56, para o eixo das ordenadas
obtido pela correlacdo das absorbancias relativas no comprimento de onda de 425 NM
do sobrenadante contendo curcumina Natural livre com a concentragdo molar do Gréfico
1-b, e o0 eixo das abscissas obtido pelas informagdes do Grafico 48, apéndice O.
Evidenciam-se dois regimes para as diferentes concentra¢cdes molares de curcumina
Natural livre que estdo representados pelas linhas tracejadas em preto. A curva (a)
representa uma pequena variagdo da concentracdo molar da curcumina livre do
sobrenadante de, aproximadamente, 0,16 uM , So, para 0,78 M, Ss, em uma

variagdo de UFC médio / ml de 2,73x10'° para 3,09x=10° , respectivamente, de So
para Ss. A curva (b) mostra uma grande variacdo da concentragdo molar da curcumina
Natural livre no sobrenadante de, aproximadamente, 0,78 M em Sz para 5,73 M
em Sz, acompanhada por certa linearidade pela variagdo do UFC médio / ml de
3,09x10° em Sz para 1,07 <10’ em Sr.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Gréfico das absorbancias médias do caldo lavado da S.
aureus referente as triplicatas bioldgicas das diluicbes S

com adi¢cdo da curcumina Sintética

Staphylococcus aureus - Curcumina Sintética
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Gréfico 58
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Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regido espectral UV-Vis das médias
das ftriplicatas biolégicas das diferentes diluicbes S referente as diferentes
concentracdes do sobrenadante do caldo bacteriano lavado da S. aureus, com uma

mg

ml

da curcumina Sintética preparada em solugao de etanol, na concentracao final de 55,1
uM por microtubo de 1,5 ml. Empreende-se que todas as curvas médias apresentam
0S picos caracteristicos da presenc¢a da curcumina Sintética no comprimento de onda de
425 nm, além disso, salienta-se dois diferentes regimes de curvas de absorbancia ao
considerarmos os espalhamentos para os comprimentos de onda entre 600 nm e 1000
nm. Um caracteristico da bactéria S. aureus para as curvas médias So, S1 € Sz, que tem
a lei de formacdo na equagdo aA(i)=c,-A2*7"+C,-1*, €m que S;, por exemplo,
apresenta a equagdo A(1)=2,6x10*-17°+50x10"-2* € com espalhamentos
caracteristicos de particulas pequenas e indices de 1 de —1,8 e —4. Além disso, nota-

se que conforme as concentracdes do caldo bacteriano lavado vao diminuindo as curvas
de absorbancia também véo, uma vez que quanto maior for a diluigdo menor sera a
guantidade de microrganismos presentes no meio.

rado pelo autor

aliquotade 3 ul, em cada uma das diluigBes S, retiradas das solugdes stock de 10
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Absorbancia

0,001

Grafico do translado vertical das curvas referentes as
absorbancias médias do caldo lavado da S. aureus
referente as triplicatas biologicas das diluicbes S com

adicdo da curcumina Sintética

Staphylococcus aureus - Curcumina Sintética

Gréfico 59
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Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regido espectral UV-Vis das curvas
médias transladadas em rela¢éo ao eixo Yy obtidas do anexo 0. Observa-se que ao

realizar o translado das curvas, no comprimento de onda de 585,15 NMm e absorbancia
de 0,0197, todas as curvas passam por este ponto especifico permitindo-se com isso
desprezar o ruido de fundo gerado a partir do comprimento de onda de 585,15 nm para

as futuras analises, por se tratar de uma regido em que o espalhamento se deve a
formacdo de clusters e aglomerados particulares como tratado no subcapitulo 5.1
Caracterizacdo Optica das curcuminas. Além disso, tem-se que ao transladar essas
curvas hd uma inversdo do posicionamento de cada uma delas em relacdo a
originalmente tragada. Note que a curva referente as absorbancias médias da dilui¢céo
So que aparecia em primeiro, de cima para baixo, no anexo 0, agora aparece em Ultimo,
sendo a mais proxima da curva de referéncia, e a curva referente as absorbéancias
médias da diluicdo S7 que aparecia em ultimo, de cima para baixo, no anexo 0, agora
esta em primeiro, ou seja, em relacdo a reta de referéncia esta é a mais distante.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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AA. Grafico analitico percentual dos picos em 425 nm das

curvas transladadas das absorbancias médias do caldo
lavado da S. aureus referente as triplicatas bioldgicas das

diluicbes S e com adi¢cdo da curcumina Sintética
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Gréfico 60

DiluicOes

Monologaritmo resultante da analise dos picos, no comprimento de onda de 425 nm, das
curvas transladadas apresentadas no Gréfico 59. Observa-se dois regimes significativos
em relacdo ao comportamento da quantidade de curcumina Sintética que interagiu com
a S.aureus, que estéo representados pelas retas tracejadas em preto. A curva (a) mostra
um regime de acentuado de crescimento da absorbéncia relativa referente a curcumina
livre no sobrenadante a partir da diluicdo S; e até a diluicdo Sy. A curva (b) apresenta
uma pequena variacdo da quantidade de curcumina Sigma livre no meio, apresentada
pela variagcao da absorbancia de 0,007 até 0,06, entre as diluicdes Sp e Ss.

Fonte: Elaborado pelo autor
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BB.

Gréfico relativo da Concentracdo molar da curcumina
Sintética livre no sobrenadante dos picos em 425 nm das
curvas transladadas das absorbancias médias do caldo
lavado da S. aureus referente as triplicatas bioldgicas das

diluicdes S pelo relativo UFC médio / ml
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Grafico 61

UFC Médio / ml

Monologaritmo construido com as informac¢8es do Grafico 60, para o eixo das ordenadas
obtido pela correlacdo das absorbancias relativas no comprimento de onda de 425 NM
do sobrenadante contendo curcumina Sintética livre com a concentracdo molar do
Gréfico 1-b, e o eixo das abscissas obtido pelas informacdes do Gréfico 48, apéndice 0.
Evidenciam-se dois regimes para as diferentes concentracdes molares de curcumina
Sintética livre que estéo representados pelas linhas tracejadas em preto. A curva (a)
representa uma pequena variagdo da concentracdo molar da curcumina livre do
sobrenadante de, aproximadamente, 0,14 xM , So, para 0,48 xM , Ss, em uma

variagdo de UFC médio / ml de 2,73x10'° para 3,09x=10° , respectivamente, de S
para S,. A curva (b) mostra uma grande variacdo da concentragdo molar da curcumina
Sintetica livre no sobrenadante de, aproximadamente, 0,48 M em Sz para 2,74 M
em Sz, acompanhada por certa linearidade pela variagdo do UFC médio / ml de
3,09x10° em Sz para 1,07 <10’ em Sr.

Fonte: Elaborado pelo autor
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CC. Grafico das correspondéncias estabelecidas entre as
absorbancias médias do sobrenadante dos caldos lavados

da S. mutans nos comprimentos de onda de 425 nm e 600

nm e o UFC médio / ml referente as dilui¢cdes do tipo S.
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Graéfico 62 Logaritmo que estabelece a relagéo direta entre as medidas médias das quadruplas de
absorbancia e 0 UFC médio / ml trabalhado com a bactéria Streptococcus mutans. Para
construir este gréfico os dados foram retirados dos Gréfico 36 e Grafico 37. Observa-se
uma relacéo linear entre as médias das medidas de absorbancia tanto em 425 nm quanto
em 600 nm e UFC / ml, estabelecendo assim uma forma indireta de contagem de células
viaveis e a medida de absorbancia para esta cepa nestes dois comprimentos de onda.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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DD.

Absorbancia
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Gréfico das absorbancias médias do caldo lavado da S.
mutans referente as triplicatas bioldgicas das diluicdes S

obtido por meio do acompanhamento de todos os

controles sem a adicdo de curcumina

Gréfico 63
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Monologaritmo dos espectros de Absorbancia na regido espectral UV-Vis das médias
das medidas de absorbancia das triplicatas bioldgicas da S. mutans submetido a uma
série de 7 diluicbes sequenciais de 50 %, sendo a primeira, solucao inicial, Sp ,com 100

% da amostra do caldo lavado, a segunda amostra, S; , com 1 da Sy, a terceira amostra,
2
S2, com 1 da So, a quarta amostra, Sz, com 1 da So, a quinta amostra, S4, com 1 da
4 8 16
So, @ sexta amostra, Ss, com L da So, a sétima amostra, S¢, com L da Sy, e por fim,
32 64

a oitava amostra, S7 , com _1_ da S,. Empreende-se deste grafico que as curvas
128

referentes as diluicbes seguem a equagdo A1) =c,- 1" +C,-1“ apresentada para
espalhamentos caracteristicos de particulas pequenas com indices de 4 de —1,7 ede
-4. Observa-se que conforme a diluicdo do caldo lavado aumenta a curva de

absorbancia diminui, uma caracteristica ja esperada, ao passo que quanto maior a
diluicdo menor sera a quantidade de microrganismos presentes na solucéo.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Gréfico das absorbancias médias do caldo lavado da S.
mutans referente as triplicatas biolégicas das diluicdes S

com adi¢cdo da curcumina Sigma

Streptococcus mutans - Curcumina Sigma
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Graéfico 64 Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regido espectral UV-Vis das médias

das ftriplicatas biolégicas das diferentes diluicbes S referente as diferentes

concentracdes do sobrenadante do caldo bacteriano lavado da S. mutans, com uma
. S . ~ m

aliquotade 3 ul, em cada uma das diluigBes S, retiradas das solugdes stock de 10 —?
m

da curcumina Sigma preparada em solucdo de etanol, na concentracdo final de 55,1

uM por microtubo de 1,5 ml. Empreende-se que todas as curvas médias apresentam

0s picos caracteristicos da presenca da curcumina Sigma no comprimento de onda de
425 nm, além disso, salienta-se dois diferentes regimes de curvas de absorbancia ao
considerarmos os espalhamentos para os comprimentos de onda entre 600 nm e 1000
nm. Um caracteristico da bactéria S. aureus para as curvas médias So, S1 € Sz, que tem
a lei de formagdo na equagdo aA(i)=c,-A2 " +C,-1*, €m que S;, por exemplo,
apresenta a equagdo A(1)=24x10*-17+50x10"-4* € com espalhamentos
caracteristicos de particulas pequenas e indices de 1 de —1,8 e —4. Além disso, nota-

se que conforme as concentracdes do caldo bacteriano lavado véao diminuindo as curvas
de absorbancia também véo, uma vez que quanto maior for a diluicdo menor sera a
guantidade de microrganismos presentes no meio.

Fonte: Elaborado pelo autor
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FF.

Absorbancia Relativa

0,001

Grafico do translado vertical das curvas referentes as
absorbancias médias do caldo lavado da S. mutans
referente as triplicatas biologicas das diluicbes S com

adicdo da curcumina Sigma

Streptococcus mutans - Curcumina Sigma
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Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regido espectral UV-Vis das curvas
médias transladadas em relagdo ao eixo Yy obtidas do anexo FF. Observa-se que ao

realizar o translado das curvas, no comprimento de onda de 588,10 Nm e absorbancia
de 0,012, todas as curvas passam por este ponto especifico permitindo-se com isso
desprezar o ruido de fundo gerado a partir do comprimento de onda de 588,10 nm para

as futuras analises, por se tratar de uma regido em que o espalhamento se deve a
formacdo de clusters e aglomerados particulares como tratado no subcapitulo 5.1
Caracterizacdo Optica das curcuminas. Além disso, tem-se que ao transladar essas
curvas hd uma inversdo do posicionamento de cada uma delas em relacdo a
originalmente tracada. Note que a curva referente as absorbancias médias da diluicao
So que aparecia em primeiro, de cima para baixo, no anexo FF, agora aparece em ultimo,
sendo a mais proxima da curva de referéncia, e a curva referente as absorbéancias
médias da diluicdo S;7 que aparecia em ultimo, de cima para baixo, no anexo FF, agora
esta em primeiro, ou seja, em relacdo a reta de referéncia esta é a mais distante.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Gréfico analitico percentual referente aos picos em 425 nm
das curvas transladadas das absorbancias médias do
caldo lavado da S. mutans referente as triplicatas

bioldgicas das diluicdes S e com adicdo da curcumina

Sigma
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Gréfico 66

Diluicoes
Monologaritmo resultante da analise dos picos, no comprimento de onda de 425 nm, das
curvas transladadas apresentadas no Gréfico 59. Observa-se dois regimes significativos
em relacdo ao comportamento da quantidade de curcumina Sigma que interagiu com a
S.mutans, que estado representados pelas retas tracejadas em preto. A curva (a) mostra
um regime de acentuado de crescimento da absorbancia relativa referente a curcumina
livre no sobrenadante a partir da diluicdo Sz e até a diluicdo Sy. A curva (b) apresenta

uma pequena variagdo da quantidade de curcumina Sigma livre ho meio, apresentada
pela variagcao da absorbancia de 0,007 até 0,06, entre as diluicdes Sy e Ss.

Fonte: Elaborado pelo autor
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HH. Gréafico relativo da Concentracdo molar da curcumina
Sigma livre no sobrenadante dos picos em 425 nm das
curvas transladadas das absorbancias médias do caldo
lavado da S. mutans referente as triplicatas biolégicas das

diluicdes S pelo relativo UFC médio / ml
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Gréfico 67 Monologaritmo construido com as informac¢8es do Grafico 60, para o eixo das ordenadas
obtido pela correlacdo das absorbancias relativas no comprimento de onda de 425 NM
do sobrenadante contendo curcumina Sintética livre com a concentracdo molar do
Gréfico 1-b, e 0 eixo das abscissas obtido pelas informacdes do Grafico 48, apéndice P.
Evidenciam-se um regime linear para as diferentes concentracdes molares de curcumina
Sigma livre que esta representada pela linha tracejada em preto. A concentragdo molar
da curcumina livre do sobrenadante vai de, aproximadamente, 0,14 M , So, para 2,0

uM , Sz, em uma variagdo de UFC meédio / ml de g9,4x10° para 4,3=<10° ,

respectivamente, de Sp para Ss.
Fonte: Elaborado pelo autor



187

Gréafico das absorbancias médias do caldo lavado da S.
mutans referente as triplicatas biolégicas das diluicdes S

com adi¢cdo da curcumina Natural

Streptococcus mutans - Curcumina Natural
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Graéfico 68 Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regido espectral UV-Vis das médias

das ftriplicatas biolégicas das diferentes diluicbes S referente as diferentes

concentracdes do sobrenadante do caldo bacteriano lavado da S. mutans, com uma
. I . ~ m

aliquotade 3 ul, em cada uma das diluigBes S, retiradas das solugdes stock de 10 —?
m

da curcumina Natural preparada em solugéo de etanol, na concentracdo final de 55,1

uM por microtubo de 1,5 ml. Empreende-se que todas as curvas médias apresentam

0s picos caracteristicos da presenc¢a da curcumina Natural no comprimento de onda de
425 nm, além disso, salienta-se dois diferentes regimes de curvas de absorbancia ao
considerarmos os espalhamentos para os comprimentos de onda entre 600 nm e 1000
nm. Um caracteristico da bactéria S. mutans para as curvas médias So, S1 € Sz, que tem
a lei de formagdo na equagdo A(i)=c,-A 7 +C,-1*, em que Si, por exemplo,

apresenta a equacdo A(1)=2,1x10*-1* +50x10"-1* € com espalhamentos
caracteristicos de particulas pequenas e indices de 1 de —1,9 e -4. Além disso, nota-

se que conforme as concentracdes do caldo bacteriano lavado vao diminuindo as curvas
de absorbancia também véo, uma vez que quanto maior for a diluigdo menor sera a
guantidade de microrganismos presentes no meio.

Fonte: Elaborado pelo autor
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JJ.

Grafico do translado vertical das curvas referentes as
absorbancias meédias do caldo lavado da S. mutans
referente as triplicatas biologicas das diluicbes S com

adicdo da curcumina Natural
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Grafico 69 Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regido espectral UV-Vis das curvas

médias transladadas em relacdo ao eixo Yy obtidas do anexo Il. Observa-se que ao
realizar o translado das curvas, no comprimento de onda de 720,79 Nm e absorbéancia
de 0,0273, todas as curvas passam por este ponto especifico permitindo-se com isso
desprezar o ruido de fundo gerado a partir do comprimento de onda de 720,79 nm para

as futuras andlises, por se tratar de uma regido em que o espalhamento se deve a
formacdo de clusters e aglomerados particulares como tratado no subcapitulo 5.1
Caracterizagdo optica das curcuminas. Além disso, tem-se que ao transladar essas
curvas had uma inversdo do posicionamento de cada uma delas em relagdo a
originalmente tracada. Note que a curva referente as absorbancias médias da diluicéo
So que aparecia em primeiro, de cima para baixo, no anexo Il, agora aparece em ultimo,
sendo a mais proxima da curva de referéncia, e a curva referente as absorbancias
médias da diluicdo Sy que aparecia em Ultimo, de cima para baixo, no anexo Il, agora
esta em primeiro, ou seja, em relacdo a reta de referéncia esta € a mais distante.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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KK. Grafico analitico percentual dos picos em 425 nm das
curvas transladadas das absorbancias médias do caldo
lavado da S. mutans referente as triplicatas bioldgicas das

diluicdes S e com adicdo da curcumina Natural
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Grafico 70 Monologaritmo resultante da analise dos picos, no comprimento de onda de 425 nm, das
curvas transladadas apresentadas no Gréfico 51. Observa-se dois regimes significativos
em relacdo ao comportamento da quantidade de curcumina Natural que interagiu com a
S. mutans, que estéo representados pelas retas tracejadas em preto. A curva (a) mostra
um regime de acentuado de crescimento da absorbéancia relativa referente a curcumina
livre no sobrenadante a partir da diluicdo S; e até a diluicdo Sy. A curva (b) apresenta
uma pequena variagdo da quantidade de curcumina Natural livre no meio, apresentada

pela variagcao da absorbancia de 0,009 até 0,04, entre as diluicdes Sp € Ss.
Fonte: Elaborado pelo autor
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LL. Gréfico relativo da Concentragcdo molar da curcumina
Natural livre no sobrenadante dos picos em 425 nm das
curvas transladadas das absorbancias médias do caldo
lavado da S. mutans referente as triplicatas biolégicas das

diluicdes S pelo relativo UFC médio / ml
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Gréfico 71 Monologaritmo construido com as informac¢8es do Grafico 60, para o eixo das ordenadas
obtido pela correlacdo das absorbancias relativas no comprimento de onda de 425 NM
do sobrenadante contendo curcumina Sintética livre com a concentragdo molar do
Gréfico 1-b, e o eixo das abscissas obtido pelas informagdes do Gréfico 48, apéndice P.
Evidenciam-se um regime linear para as diferentes concentra¢cdes molares de curcumina
Sigma livre que esté representada pela linha tracejada em preto. A concentragdo molar
da curcumina livre do sobrenadante vai de, aproximadamente, 0,12 xM , So, para 6,0

uM , Sz, em uma variagdo de UFC médio / ml de g9,4x10° para 4,3=10° ,

respectivamente, de Sp para S».
Fonte: Elaborado pelo autor
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MM. Grafico das absorbancias médias do caldo lavado da S.

Absorbancia

0,14

0,001

mutans referente as triplicatas biolégicas das diluicdes S

com adi¢cdo da curcumina Sintética

Streptococcus mutans - Curcumina Sintética

—_— Sintética_PBS

Gréfico 72
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Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regido espectral UV-Vis das médias

das ftriplicatas biolégicas das diferentes diluicbes S referente as diferentes

concentracdes do sobrenadante do caldo bacteriano lavado da S. mutans, com uma
. I . ~ m

aliquotade 3 ul, em cada uma das diluigBes S, retiradas das solugdes stock de 10 —?
m

da curcumina Sintética preparada em solugao de etanol, na concentracao final de 55,1
uM por microtubo de 1,5 ml. Empreende-se que todas as curvas médias apresentam
0S picos caracteristicos da presenga da curcumina Sintética no comprimento de onda de
425 nm, além disso, salienta-se dois diferentes regimes de curvas de absorbancia ao
considerarmos os espalhamentos para os comprimentos de onda entre 600 nm e 1000
nm. Um caracteristico da bactéria S. mutans para as curvas médias So, S1 € S, que tem
a lei de formacdo na equagdo aA(i)=c,-A2*7"+C,-1*, €m que S;, por exemplo,
apresenta a equagao A(1)=2,1x10*-17°+50x10"-2* € com espalhamentos
caracteristicos de particulas pequenas e indices de 1 de —1,9 e -4. Além disso, nota-
se que conforme as concentracdes do caldo bacteriano lavado véao diminuindo as curvas
de absorbancia também véo, uma vez que quanto maior for a diluigdo menor sera a
guantidade de microrganismos presentes no meio.

Fonte: Elaborado pelo autor
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NN.

Grafico do translado vertical das curvas referentes as
absorbancias médias do caldo lavado da S. mutans
referente as triplicatas biologicas das diluicbes S com

adicdo da curcumina Sintética

Streptococcus mutans - Curcumina Sintetica

AQsorbéncia

0,001

Gréfico 73
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Monologaritmo dos espectros de absorbancia na regido espectral UV-Vis das curvas
médias transladadas em relacéo ao eixo Yy obtidas do anexo Il. Observa-se que ao
realizar o translado das curvas, no comprimento de onda de 585,81 Nm e absorbancia
de 0,0186, todas as curvas passam por este ponto especifico permitindo-se com isso
desprezar o ruido de fundo gerado a partir do comprimento de onda de 585,81 nm para
as futuras analises, por se tratar de uma regido em que o espalhamento se deve a
formacdo de clusters e aglomerados particulares como tratado no subcapitulo 5.1
Caracterizacdo Optica das curcuminas. Além disso, tem-se que ao transladar essas
curvas hd uma inversdo do posicionamento de cada uma delas em relacdo a
originalmente tragada. Note que a curva referente as absorbancias médias da diluicao
So que aparecia em primeiro, de cima para baixo, no anexo I, agora aparece em Ultimo,
sendo a mais proxima da curva de referéncia, e a curva referente as absorbéancias
médias da diluicdo S7 que aparecia em ultimo, de cima para baixo, no anexo Il, agora
esta em primeiro, ou seja, em relacdo a reta de referéncia esta é a mais distante.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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0OO0. Grafico analitico percentual dos picos em 425 nm das
curvas transladadas das absorbancias médias do caldo
lavado da S. mutans referente as triplicatas biolégicas das

diluicbes S e com adicdo da curcumina Sintética

/g 0.35 a —=Curc. Sintética em PBS
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Graéfico 74 Monologaritmo resultante da analise dos picos, no comprimento de onda de 425 nm, das
curvas transladadas apresentadas no Grafico 59. Observa-se dois regimes significativos
em relacdo ao comportamento da quantidade de curcumina Sintética que interagiu com
a S.mutans, que estdo representados pelas retas tracejadas em preto. A curva (a)
mostra um regime de acentuado de crescimento da absorbéncia relativa referente a
curcumina livre no sobrenadante a partir da diluicdo S, e até a diluicdo S;. A curva (b)
apresenta uma pequena variagdo da quantidade de curcumina Sintética livre no meio,
apresentada pela variacdo da absorbéancia de 0,05 até 0,01, entre as diluicdes Sp e S..

Fonte: Elaborado pelo autor
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PP. Grafico relativo da Concentracdo molar da curcumina
Sintética livre no sobrenadante dos picos em 425 nm das
curvas transladadas das absorbancias médias do caldo
lavado da S. mutans referente as triplicatas biolégicas das
diluicdes S pelo relativo UFC médio / ml

6,010 - —— Curc. Sintética em PBS
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Gréfico 75 Monologaritmo construido com as informac¢8es do Grafico 60, para o eixo das ordenadas

obtido pela correlacdo das absorbancias relativas no comprimento de onda de 425 NM
do sobrenadante contendo curcumina Sintética livre com a concentragdo molar do
Gréfico 1-b, e o eixo das abscissas obtido pelas informagdes do Gréfico 48, apéndice P.
Evidenciam-se dois regimes lineares para as diferentes concentracdes molares de
curcumina Sintética livre que estdo representadas pelas linhas tracejadas em preto. A
linha (a) com a concentragdo molar da curcumina livre do sobrenadante vai de,
aproximadamente, 2,4 M, Ss, para 3,2 xM , Sz, em uma variagdo de UFC medio /
ml de 7, 06x10° para 4,3x=10° , respectivamente, de Sz para S;. A linha (b) com a
concentracdo molar da curcumina livre do sobrenadante vai de, aproximadamente, 0, 23
uM , So, para 2,4 M, Ss, em uma variagdo de UFC médio / ml de g,1x10° para

7,06 =108 , respectivamente, de Sg para Sa.

Fonte: Elaborado pelo autor



ANEXOS

ATCC Escherichia coli

e
ATCC

Escherichia coli [ATCC®
25922™)

e Description

coldar
Fresze-Dried: 2°C
to8°C
Live Culture: Sea

Propagation
Sactlon

Designation: FOA sirsin Beattie 1546 [DEM 1103, NCIE 12210]

Depocied Nama: Escherichia coil (Miguis) Castelan and Chalmers

Antigenio Propertisc: Serotype 06, Elobyps 1

Prodwot Desorpiion: Doss not produce verotoxin. This: onganism Is a CLE| control sirain fior antimicrobial
susoeptbilEy i=sing. it & used for media i=siing, as a negathe condrl for LT oxin production,, ard &= a qualty

control sirsin for Abbott, AP, Autobac, BEL, bioklerieuy Wik, Blosynth, Difoo, 108, Micro-iedia, MicroSman™

Roche Diagnaosiics, and Sensitire products. Ussd in susceptiblity disc testing of meceycin, colstin [colmycin],
kanamycin, cephalexin, geniamicns, cefamandole, cephaiothin, tetrecydire, cephalogiycin, cephaloridine
[cepiaiomycing, malldivic acd, and chioramphenicol.

K Propagation

Iniended Lise

Medium
ATCCE Medium 18: Tryplcase Soy AganBroth

Growih Conditlons
Temperatura: 37°C
Atmnosphisrs: Asrobic

Propagation Prossdurs
1. Open vial accondng o encicsed insirucions.
2. Using a single tube of 218 broth (5 0 & mL}, withdrsw approxieaéedy 0.5 o 1.0 mL with a Pasiewr or
1.0 mL pipstie. Rehydraie e enie pelet.
Asepticaly transfer Sis alquot back inio the broSh ke Mk well
Use several drops of B suspension o inoculate 3318 agar slant andior plake.
. Incubaie the tubes and plaie at 37°C for 24 hours.

noE o

2] Votes

This product b5 imtersded for reseanch use only. |t not
Intendied for any animal or kerman therapeutic or
diagnostc use.

Citation of Sirain

F use of Shis cullure results In 3 sdentfic publication, &
shouid be ciied In that manuscipt in the foliowing
manner; Escherichia cof (ATCC® 255270

Amaccen Typs Culuee Colleciion
PO Box 1540
Mmmsa—n, VA 20108 LS8

www.aioe org

B0 A50T or TO2. 388 2700
Fax 7003882750

st Tachfwes o

Or conteo! woor local disirboior

Page 1012

ATCC™ 25522 ™ Is a recommendied reference sirain for antibiobic susceptibiy testing. i has been found that
passage in broth ofisn resuls in & change in MG levels. Thensfiors, |5 best io sep [t on agar and o make
siocks for siorage mmedately. Repesied passage s discoursged.

Purited genomic DMA of this sirain ks avallabie as ATCC™ 258220-5™

Addional information on this cultune i awalable on the ATCCY web site at waw.aboc.ong.

E Refarences

References and other information retafing to this prodct ane avaliable online at www.atccorg.

r’éﬁ"umﬂywn

Appropriate safety procedures should aiways be used with this materal. Laboratory safety |s dsoussed in
the cument publicalion of B Blosaity in Microbiciogical and Siomedical Laborafores from the U.E.
Depariment of Heallh and Human Services Cenlers for Disease Conimd and Prevenion and Natonal insilues
Tor Heaith.,

ATCC Waranty

ATCC™ products are wamanted for 30 days fom the date of shipment, and this wamanty Is vald only T e
prociuct |5 siored and handied aoconding b the informabion incheded on Bis product information sheet. Hthe
ATCC™ product Is @ Ihing cedl o microorganism, ATCC lists the media formeiation that has besen found o be
effective for this product. Winile other, unspecifed meda may also produce safistaciory resulis, a change in
media or the absence of sn sdditve from the ATCC recommended medis may affect recovery, growth andion
function of s product. I an altemnative mediom fomulation k= used, the ATCC wamanty for viabiity & no
foneper vaild.

Di=clalmers

This product ks intended for laborsiory research purpcses only. it s not imended for use in humans.
While ATCC uses reasonabie efforts o mdude accurais and up-o-daie inSormation on Bils product sheed,
ATCC makes no warranies of representations as o its acouracy. Cliabions fom scentfic ferture and
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&'
ATCC

Escherichia coli (ATCC®
25923™)

Piaase read this FIRST

Frozen: -B0°C or
colder
Fresze-Dried: 2°C
o B°C

Live Culture: See

Propagation
Saction

Infened Lisa

This product b imbended for reseanch wse only. s not
Imiended for any animal or human therapeutic or
dlagnosic use.

Citation of Strain

Fuse of This cufture resuls i3 solenific pubicaion, |
should be ciied In that manuscript in the following
manner: Eschedchia co¥  (ATCC® 25o00™)

Amaricer Typs Coftus Collection
PO Box 1549
Manussas, VA 20108 LS8

s moc oy
BO0E3ESS0T or MO39 00
Fax: TOS38 2750

Ereat: Tachgpuice g

Or costwct your foow distritudor

Page 2 of 2

patenis are provided for imrmational purposes only. ATCC does nof warrant that such information has been
confirmed o be scourste.
This prosiuct is sant with Fe condion that you anre nesponsibie for i safe storge, handing, and use. ATCC
ks not llabie for any damages or injuries arising from receipt andior use of this product. While reasonabie =S
b5 masde o nsure suthenticly and relisbiy of mabenials on deposk, ATCC |5 not labie for damages arising from
the misidenification or mismepresentalion of such maierials.

Flease se the enciosed Materal Transfer Agresment (MTA) for furifer defalls reganding S use of this
product. The MTA i also avaliabie on our Web s af www . atcc.ong

Adcitiorl isformation on thin cofurs [ avalisbis on e ATCC wet sle: 52 weew. sl ong.
©ATCE 2017, Al sghts resarves. ATCE i registersd Endermark of B Amsricen Typs Cultors Colsctios. [0830]



e
ATCC

Staphylococcus aureus
subsp. aureus (ATCC®
259323 ™)

Frozedn: -Bir
coldar
Fresze-Drie C
o B°C

Liva Culturs: Sasa

Propagatien
Section

ATCC Staphylococcus aureus

e Diescription

Dexlgnation: Seafie 1945

Depocited Name: Saphyiococrys swens Rosenbach

Produot Decorpiion: Qualty confrol strain for the CAMP test, azsay of wood smoke concentrate,
evaluation of Musiler-Hinton agar, cxaminaion of dairy products, medis besting, CLE disk difusion, and for
Abibolt, AFI, and Aulobac products.

Medium
ATCC® padium 18: Tryplicase Soy AganSro

Growih Conditions
Temperatura: 3™C
Atmocphere: Azrobic

Propagation Prossdurs
1. Open vial acconding to enciosed insfruciions.
2. Using & singie tube of 218 broth (5 1o 6 mL), withdraw approsimatedy 0.5 fo 1.0 mL with 2 Pashewr or
1.0 mL pipste. Rehydraie S enfine pelet.
. Asepticaly transfer Bhis slquot back indo the brof tube . My well
. Use several drops of e suspension o inooulate 3 #15 sgar slant andior piabe.
. Incubaie the tubes and plate at 37°C for 24 hours.

[ ]

& Wotes

Iniended Lisg

This product ks interded for reseanch use only. | s nok
Intercded for any animal or Farman therapestic or
diagnostc uss.

Citathon of Strain

¥ use of Bis culune results n & sdentfc publication, B
shouid be cited In that manuscrpt in the Slowing
AN SIapdyinsioCIns USRS SUBSD. SLNELT
(ATCC® 25803

Ame-can Typs Cubfure Col eciion
PO Box 1548
Marmmmmn, YA 008 LA

www aiee org

BO0 B 8507 or U288 20
Fax 70368 2750

Errmi: Tachigwicn o

Or contac! yoor local disinboior

Page 1of2

Itls advisabie to transfer from agar 1o sgar io mainiain MIC values.

Several GenBank accessions ans avalisbie for his fem:

1. Nuclecfide (SenBank] : AFDS3568 Efaphylomonus. aursus ATCC 5573 heat shook profein 60 gene,

partial ods.

2. Nuclecide (GeEnBank) - AXT10511 Sequenos 1244 from Palent WD0123604.

3. NuceoSde (GenBank) - AX110955 Bequence 1728 from Palent WD0123604.

4. Nucleobde {GenBank) - UIESD Staphypiococcus aursus AT 25823 168 rRNA peme, pariial
SEQUENCE.
Hucleptide {GenBank) - U3STES Staphpiococcus aursus 165-235 rdbosormal RNA spascer reglon.
Nucieolide (GenBank) - 216422 5. sureus dFE gene for divydrofolale reductsse.
Hucieotide k) - ABOMTI3S Staphylococcws aureus DA, complete sinucture of cassetis
chromasome{3CCHb: element, siainATCC 255923,

U

Addional irformation on this culune s avalabie on the ATCC® web sHe at waw.atcc.ong.

ﬁ Refarences

References and other irformatbion relaing o this product are avalable online ot www atcc org.

-ﬁ‘nmﬂywzz

Appropriate safety procedures should aiways be used with this materal. Laboratory safety |s dsoussed in
the cument publicaion of Be Elosatiery in Microbiofogical and Siomedical Laborafores from the U.E.
Deparimeni of Heallh amd Human Bervices Ceniers for Disease Contmd and Prevenion and Matonal instiubes
for Health.

ATCC Wamanty

ATCC® products are wamanted for 30 days fom the date of shipment, and this waranty |s vabd only ¥ e
prosuct s stoned and handied aoconding (o the: information included on Bis product information shest. I the
ATCC® product 1s & Iing el or microorganism, ATCC lists the media formiation hat has been found i be
Eeffectie for this product. Wiile other, orspectied meda may also produce sastactory resulis, a change in
media or the absenos of an addtive from the ATCC recommended media may affect reoovery, growth andior
function of Bis product. ¥ an atematve mediom formulation s wsed, the ATCC wamanty for viabillty s no
longer valid.
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subsp. aureus (ATCC®
25923™)

Piaase read this FIRST

Frozen: -80°C or
coldar
Fresze-DOrlad: 2°C
o B°C

Live Culture: Seae

Propagation
Saction

Infended Lisa

This product |5 Inbended for res=anch wse only. s pot
Irviemdesd for amy animal or Fumsn therspeulic o
dlagnosic use.

Citation of Sirain

¥ use of Tis cufture results i soenific publicaion, it
should be died In that manuscript in the following
ranner. SiapiyioroCins SUeUS SUFSHL SUmUS
(ATCCE 25aII ™)

Arraricar Typs Caiturs Collsction
PO B 1545
Manmmsss, VA, 08 LS8

e Mooty

BO0.E3R S50T or T39S 3700
P O3S IT50

Ermmit Tachjmice org

Or costeof your focw’ distrfusior

Page 2of 2

Ddacialmers

This product s inbended for iaboriony research purposes only. It 5 not intended for use in humans.
Whille ATOC wses rexsonabie efforts o indude scourate and up-to-dabe Informeaiion on Sis product sheet,
ATCC makes no warmanties or represeniabions. as to s aoccuracy. Cliations fom sclentific Hembre and
paienis are provided for imkemational purposes only. ATCC does nof warrant that such information has been
confirmed o be acouraie.
This product is sent with T condion thaé you are responsibie for iz safe slorage, handing, and use. ATCC
Is not llabie for any damages o injuries ansing from receipt and'or use of this product. Whils reasonable =Sorn
I made o insure suthenticty and relabiEy of matedals on deposE, ATCC 15 not labie for darmages arising from
fthe misidenification or misrepresentalion of such maierials.

Please see he enciosed Malernal Transfer Agresment (MTA) for furier detalls reganding Be use of his
product. The MTA k= also avaliabie on our Web site of www.aicc.ong

Mddftoral isformation on this ool is sveisbie om e ATCC wet wis st wees sicc org.
©ATCC aNE Al sghis ressred ATCC e eginisred tademark of B Amercen Typs Cultors Colection. [11020]



e
ATCC

SHEHIGL‘DCCHS mutans
[ATCC® 25175™)

ATCC - Streptococcus mutans

e Diescription

Designation: HCTC 0443 [IFD 13555
Depocited Name: Sirepfococcus madans Clarke
Produot Desoripiion: Type stain

Plaass read this FIRST

Frozen: -B0°C or
coldar
Freeze-Dried: 25C
o 8°C

Live Culture: See

Propagation

Medium
ATCC® padium £4: Brain Heark Infirsion AganBroth

Growih Conditions
Temperatura: 3™C
Atmocphers: Azrobic

Propagation Procssdurs

1. Open vial acconding fo enclosed Instuctions o wish wanw.atcc org for insfructions.

2. Fozivydiraie e entire pelet with approsimatedy 0.5 mL of 244 brofh. Aseptically ransfer e enfine
coments o & 56 mL ube of 244 o Additonal kst tubes can be nooulabed by transfering 0.5 mil
of B primairy brobh fube fo these secondary lubes.

. Use several drops of B primary broth tube o inoculais 3 224 plate andior 244 agar skank.
. Incubate &t 37 for 24 o 48 hours.

= Wotee

oW

Iniended Liss

Two Colony ypes can be seen on ATGE Mediam £44_
Aiditioral irferrraiion on Bis cofture b5 avalabie on the ATCC web sBe at www atocom.

E Refarsnces

This product ks iviermsded for reseanch use only. s not
Interdad for any aniwal or fuman tharapsatic or
diagnostc uss.

Refersnces and other information reiafing to this product are avalable online at www.atccorg.

-@*nmﬂywn

Citathon of Strain

F use of Bhis culture resulls in & sdenific publication, B
shouid be ciied in that manusonipt in the Ssliewing
manner: Srepnooocys mutans  (ATCC® 25175™)

Ame-can Typs Cubfure Col eciion
PO Box 1548
Marmmmmn, YA 008 LA

www aiee org

BO0 B 8507 or U288 20
Fax 70368 2750

Errmi: Tachigwicn o

Or contac! yoor local disinboior

Page 1of2

Appropriate safety procedures should aiways be used with this materal. Laboratory safety ls dsousssed in
the curmenit publcalion of B Blosafery in Moroblofogical and Siomedical Laborafores from the LS.
Depariment of Heallh and Human Berdces Cenbers for Disease Conirol and Preveniion and Matonal instiues
Tor Health.

ATCC Wamanty

ATCC® products are wamanied for 30 days from the date of shipment, and this wamanty |s vabd only T e
prosuct |5 stoned and handied acconding o the: information included on Bis product information sheet. I the
ATCCH product Is & Iing cedl or microarganism, ATCC lists the media formaiation hat has been fand i be
Effective for this product. Wiile other, urspectied meda may also produce sastactory resulis, o change in
medla or the absenoe of an addtive fom the ATCC recommended medis may affect recovery, growth andior
function of Bhis product. ¥ an atematve medio formulation s wsed, the ATCC warmranty for viabilty s no
loraper valld.

Disclalmers

This product ks intended for laborasiory research purposes only. it 5 not imended for use in humans.
While ATCG uses neasonabie efforts o ndude aocursis and up-io-daie information on Bhis product sheet,
ATCC makes no warmaniies of representations s to s acoumcy. Cilabons from scientific ferture and
patents are provided for informational purposes only. ATCC does not wamant that such informaSion Fas been
confirmed to be acourabe.
This product 15 sent with the: condBon T youw are responsbie for ks =afe storage, handiing, and use. ATGC
Is mok liable for any damages or Injuries arsing from recsipt andlor use of Bhis produc. While reasonable efforf
= made toinsure suthenbicty and rellabily of malerials on deposk, ATCC is not labée for damages: arsing from
the icalion or misrem o of such maberials.

Pleass see the encicsed Maberial Transfer Agreement (WTA) for further detalis reganding the use of this
product. The MTA |s aiso avallable on owr Web sBe of www picc, org
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&
ATCC

SffEDIDEﬂEEHS mutans
(ATCC® 25175™)

Plaass read this FIRST

Frozen: -B0°C or
colder
Fresze-Drled: 2°C
o B°C

Live Culture: 5ae

Propagation
Sactlon

Infenced Lisa

This product: b5 inbended for ressanch use only. Kis not
Ivierded for amy animal or Fuman themapeuiic or
dlagrosic e

Citafion of Sirain

Fuse of fhis cufture resuls im a sdenific publicafion, &
should be diesd Ini that manuscript in the folowing
ranen Sreniconorus madns  (ATCC® 251 75 )

Armaricer Typs Coiturs Col lectios.
0 Box 1549
Manussss, VA 20008 USA

e Mooty
BOD.S38 S50T or MO 392200
Fux: TOS3E8 2750

Ermas Tachigmice oy

Or costeof your focw’ distrfusior

Page 2of 2

Mddftoral isformation on this ool is sveisbie om e ATCC wet wis st wees sicc org.
©ATCC AT, Al sghis ressrved ATCC e egieisred tademark of B Amercen Typs Culttors Colection. [0707T]
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IV. Curcumina Sigma Audrich

SIGMA'ALDRICH sigma-aidrich.com

FICHA DE INFORMAGOES DE SEGURANCA DE PRODUTOS
QUIMICOS

Versao 5.7
Data de revisao 12.04. 2017
Data de impressac 13.11.2017

IDENTIFICACAD DO PRODUTO E DA EMPRESA
Identificadores do produto

Nome do produto - Curcumin
Referéncia do Produto : C1386
Marca :  Sigma
12  Ouiros meios de identificagio
Matural Yellow 3
({E.E}-1,7-bis{4-Hydroxy-3-methoxyphenyl}-1,6-heptadiens-3, 5-dione
Difendylmethane
Diferuloyimethane
13  Utilizagoes idenfificadas relevantes da substancia ou mistura e utilizagoes desaconselhadas
56 para utilizagdo R&D. Mo para utilizacio farmaceutica, doméstica ou outras utilizagdes.
14  Identificagio do fornecedor da ficha de dados de seguranga
Companhia :  Sigma-Aldrich Brasil Lida.
Av. das Nages Unidas, 23.043
04785100 SADQ PAULD - 5P
BRAZIL
Telefone : 455 11 3732 3100
Momero de Fax :  +55 11 5522 9805
Email enderego :  sigmabr@sial. com
15 Nimero de telefone de emergéncia
0B00-720-B000
IDENTIFICACAO DE P ERIGDS
21 Classificagio GHS
Toxicidade aguda, Oral (Categoria 5)
22 Eementos da Etiqueta GHS, incluindo declaragtes de prevengio
Fictograma nenhumi{a)
Palavra de advertencia Atencaoc
Frases de Perigo
H303 Pode ser perigoso por ingestio.
Frases de Precaugio
Resposta .
P31z Caso sinta indisposigio, contacte um CENTRO DE INFORMAGCAD
ANTIVEMENOSimedico.
23  Outros Perigos - nenhum{a)
ER COMPOSICAD E INFORMACOES SOBRE OS5 INGREDIENTES
31 Substincias
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Sinonimos : Matural Yellow 3
(E.E}-1.7-bis(4-Hyd roxy-3-methouyphemyi}-1,6-heptadiens-3, 5-dione
Diferulyimethane
Diferuloyimethane
Formula . CoqH2p0g
Peso molecular 1 308.38 gfmol
Mo. CAS : 458377
Componente | Concentracao
Moo CAS 458-37-7 <= 100 %
Moo CE 207-280-5

4 MEDIDAS DE PRIMEIROS-SOCORROS
41 Descrigio das medidas de primeiros socormos
Hecumlda;iqpﬂil .
Consultar um medico. Mosirar esta ficha de seguranga ao medico de semvigo.
Em caso de inalagio
Se for respirado, levar a pessoa para o ar fresco. Se ndo respirar, dar respiragSo artificial. Consultar um
midico.

Em caso de contacto com a pele
Lavar com sabdo e muita agua. Consultar um meédico.

5e entrar em contacto com os olhos
Lavar os olhos com Agua como precaugio.
Em caso de ingestio
Munca dar nada pela boca a uma pessoa inconsciente. Enxaguar a boca com agua. Consultar um médico.
42  Sintomas e efeitos mais importantes, tanto agudos como retardados
A2 onde sabemos, as propriedades quimicas, fisicas e toxicologicas ndo foram minucicsaments
investigadas.
43  Indicagtes sobre cuidados medicos urgentes e tratamentos especiais necessarios
Dados ndo disponiveis

3 MEDIDAS DE COMBATE A INCENDIO
51 Meios de extingdo
Meios adequados de extingio
|Hilizar agua pulverizada, espuma resistente a0 alcool, produto quimico seco ou didxido de carbono.
52 Perigos especiais decomentes da substancia ou mistura
Dados ndo disponiveis
53 Recomendagtes para o pessoal de combate a incéndios
Uisar equipamento de respiragdo autonomo para combate a incéndios, se necessario.
54 Informaghes adicionais
Diados nao disponiveis

6. MEDIDAS DE CONTROLE PARA DERRAMAMENTO OU VAZAMENTO

6.1 Precaugtes individuais, equipamento de protegdo e procedimentos de emergéncia
IIsar equipamento de protegdo individual. Evitar a formagdo de poeira. Exitar a respirago do
vaparinévoalgas. Evitar de respirar o pa.
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Precaugies a nivel ambiental

MN3o permitir a entrada do produto no sistema de esgotos.

Métodos e materiais de confinamento e limpeza

Apanhar os residuos sem levantar poeiras. Varmer e apanhar com uma pa. Manter em recipientes
fechados adequados, para eliminagao.

Remiss3o para outras secghes

Para eliminagio de residuos ver secgio 13,

MANUSEIQ E ARMAZENAMENTO

71

72

73

81

Precaugdes para um manuseaments seguro

Evitar a formacdo de pd & asmssois.

Providenciar uma adequada ventilagio em locais onde se formem posiras.
Condigies de ammazenagem segura, incluindo eventuais incompatibilidades
Guardar o recipiente hermeticamente fechado em lugar seco e bem ventilado.
Temperatura recomendada de amazenagem -20 °C

Utizaqi_n{ﬁ-u} ﬁ:bal{'l5] especificals)
Dados nao disponiveis

CONTROLE DE EXPOSICAD E PROTECAD INDIVIDUAL

Parametros de controlo
Mio contem substincias com valores limites de exposicio profissional.
Controlo da exposigao

Controlos técnicos
Manusear de acordo com as beas praticas industrisis de higiene e seguranga. Lavar as maos antes dos
intervalos e no final do dia de frabalho.
P %o individual
Protecgio ocular! facial
Use equipamento de protegieo ocular testado e aprovado de acordo com as normas govermamentais
adequadas, tais como NIOSH (US) ou EN 166 (EU).
Protecgao da pele
Manusear com luvas. As luvas devem ser inspeccionadas antes da utilizagio. Use uma técnica
adequada para a remogio das luvas (sem tocar a superficie exterior da luva) para evitar o contacto
da pele com o produto. Descarte as luvas contaminadas apds o uso, em conformidade com as leis &
boas praticas de laboratorio . Lavar e secar as maos.
As luvas de protecgdo seleccionadas devem safisfazer as especificagdes da Directiva da UE
B9/320/CEE e a nomna EM 374 derivada dela.
Contacto total
Material: Bormmacha de nitrilo
espessura minima da capa: 0.11 mm
Pausa através do tempo: 480 min
Material ensaiado:Dematril® (KCL 740 § Aldrich 2677272, Tamanho M)
Contacto com salpicos
Material: Bormacha de nitrilo
espessura minima da capa: 0.11 mm
Pausa atraves do tempo: 480 min
Material ensaiado:Dematril® (KCL 740 / Aldrich 2677272, Tamanho M)
fonte de dados: KCL GmbH, D-36124 Eichenzell, Telefone +49 (016650 87300, e-mail salesi@kcl.de,
Método de ensaio: EN3T4
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Se for utilizado em solugso, ou misturado com oufras substancias, e sob condigies que diferem da
EM 374, contactar o fomecedor de luvas da CE. Esta recomendacio € apenas desejavel e deve ser

avaliada por um responsavel de seguranga e higiene industrial familiarizado com a situagio
especifica de utilizagio pretendida pelos nossos dientes. Mo deve ser interpretado comao uma
oferta de aprovagdo para qualquer cendrio de uso especifico

Protecgdo do corpo

Escolher uma protecedo para o corpe em relagdo com o tipo, a concentragio e a quantidade da
substancia perigosa, & com o lugar de frabalho especifico.. O tipo de equipamenio de protecgao
deve ser escolhido de acordo com a concentragio & a quantidade da substincia perigosa no local

de trabalho.

respiratoria

Mio & necessaria

a0 respiratora. Se dessjar profecedo conira niveis de po incomodativos,

protecgac
use mascaras de pd do tipo NS5 (E.U_A.) ou do tipo P1 (EN 143). Use respiradores e componentes
testados e aprovados por normas governamentais apropriadas, tais como as MIOSH (E.UAL) ou

CEN (UE).

a. PROPRIEDADES FISICAS E QUIMICAS
91 Informaghes sobre propriedades fisicas e quimicas de base

a)
b)
o)

d)

)

f)

k)
m)
n)

@l

2]

r)

Aspeto Forma: pd

Odor Dados nao disponiveis
Limite de Odaor Dades nao disponiveis
pH Dados nao disponiveis
Ponto de fusdo/ponto Pontofintervalo de fusdo: 175 °C
de congelamento

Ponto de Ebuligin inicial Dados ndo disponiveis
e intervalo de ebulicio

Ponto de fulgor Dados nao disponiveis
Taxa de evaporagao Dados nao disponiveis
Inflamabilidade (solido, Dados ndo disponiveis
gas}

Limites de Dades nao disponiveis
inflamabilidade superior

! inferior ou

explosividade

Press3o de vapor Dades nao disponiveis
Densidade de vapor 1272 - (Ar=1.0)
Densidade relativa Dados nao disponiveis
Hidressolubilidade Dados nao disponiveis
n-octanoliagua

Temperatura de auto-  Dados nao disponiveis
i

Temperatura de Dados nao disponiveis
: e

iscosidade Dados nao disponiveis
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ESTABILIDADE E REATIVIDADE

10.
101

10.2

10.3

10.4

105

106

1.

Reatividade

Dados ndo disponiveis

Estabilidade quimica

Dados ndo disponiveis

Dados ndo disponiveis

Condighes a evitar

Dados ndo disponiveis

Materiais i .

Dados ndo disponiveis

Produtos de decomposigao perigosos .
Produtos perigosos de decomposicao formados durante os incéndios. - Owidos de carbono
Outros produtos de decomposigio perigosos - Dados ndo disponiveis

INFORMALCOES TOXICOLOGICAS

111

Inf ~ bre os efi icoliai

Toxicidade

DL50 Oral - Rato - = 2,000 mgikg

DL50 Oral - Ratazana - = 2,000 mg'kg

Inalagior Dados ndo disponiveis

- Solirritacs .

Dados ndo disponiveis

Lestes oculares gravesfimritagio ocular

Dados ndo disponiveis

Sensibilizagio respirataria ou cutinea

Dados ndo disponiveis

Mutagenicidade em células germinativas

Dados nao disponiveis

Carcinogenicidade

LARC: Menhum componente deste produto presente a niveis maiores cu iguais a 0.1% & identificado
COmo carcinogénio provavel, possivel ou confimado pelo LARC.

Toxicidade a reproduga e lactagio
Dados ndo disponiveis
Toxicidade sistémica para orgaos-alvo especificos - exposigio Gnica
Dados nao disponiveis
Toxicidade sistémica para orgaos-alvo especificos - exposigio repetida
Dados ndo disponiveis
Perigo de aspiragio
Dados nao disponiveis
Possiveis danos para a salde
Inalagio Pode ser perigoso se for inalagio. Pode causar uma imitagio do aparelho
] - =St
Ingestao Pode ser perigoso se for engolido.
Pele Pode ser perigoso se for absorto pela pele. Pode causar uma imitagio da
pele.
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12.

Olhos Pode cawsar uma imitag3o dos olhos.

Sinais e sintomas de exposigio
Afe onde sabemos, as propriedades quimicas, fisicas e toxicologicas nSo foram minuciosamente
investigadas.
Informagio adicional
RTECS: MISZ30000

- icionai
Dados ndo disponiveis

INFORMACOES ECOLOGICAS

12.1

12.2

123

124

125

126

Ecotoxicidad
Dados ndo disponiveis
Persisténcia e degradabilidade
Dados ndo disponiveis

Potencial biocumulativo
Dados ndo disponiveis
Mobilidade no solo
Dados nao disponiveis
Resultados da avaliagio PET e mPmB
Dados ndo disponiveis

Dutros efeitos adversos
Dados ndo disponiveis

13
13.1

14,

CONSIDERACDOES SOBRE TRATAMENTO E DISPOSICAD

Métodos de fratamento de residuos

Produto

Diissalver ou misturar o material com um sohvente combustivel e queimar em incinerador quimico equipado
COm pﬁmmmemlﬁmdu'degases. Deve ser eliminado como residuo perigoso de acondo com a
legislagio local. O tratamento e a disposigio devem ser avaliados especificamente para cada produto.
Devem ser consultadas legislaghes federais, estaduais e municipais. Manter restos de produto em suas
emibalagens originais e devidamente fechadas. O descarte deve ser realizado conforme o estabelecido
para o produto.

Embalagens contaminadas

M3o reutilize embalagens vazias. Estas podem conter restos do produto e devemn ser mantidas fechadas e
encaminhadas para descarte apropriado conforme estabelecido para o produto.

INFORMACOES SOBRE TRANSPORTE

14.1

142

143

14.4

Humero ONU

ADRIRID: - DOT (US): - IMDG: - IATA: - ANTT: -
Designagio oficial de transporte da ONU

ADRIRID:  Mercadorias nSo perigosas

DOT (US):  Mercadorias ndo perigosas

IMDG: Mercadorias ndo perigosas

IATA: Mercadorias no perigosas

ANTT: Mercadorias ndo perigosas

Classes de perigo para efeitos de transporte

ADRIRID: - DOT (US): - IMDG: - IATA: - ANTT: -

Grupo de
ADR/RID: - DOT (US): - IMDG: - IATA: - ANTT: -

Sigma - C1356 Curcumin Pagina s oe 7

Diata de revis3o 12.04 217



207

145 Perigos para o ambiente

146

15.
151

ADR/RID: ndo DOT {US): ndo IMDG Poluente marinhe: ndo  IATA: ndo
fes especiais para o utilizador
Dados ndo disponiveis

147 Mumero De Risco
REGULAMENTACOES

Regulamentagiollegislagio especifica para a substancia ou mistura em matéria de salbde, seguranga
e ambiente

Esta Ficha de Informagbes de Produtos Quimicos foi preparada de acordo com a NER 14725-42014 da
ABNT (Associagio Brasileira de Mormas Técnicas)

16.

OUTRAS INFORMAZDES

Informagses adicionais

Direitos exclusivos, 2018, da Sigma-Aldrich Co. LLC. Permissao concedida para fazer nimero ilimitado
de copias em papel, somente para uso intemio.

Acredita-se que as informagies adma estejam comectas, embora ndo pretendam ser totalmente
abrangentes, devendo ser usadas apenas como um guia. A informacio confida neste documento esta
baseada no presente estade do nosso conhecimento e & aplicavel s precaugies de seguranga
apropriadas para o produto. MN3o representa nenhuma garantia das propriedades do produto. A
Corporagao Sigma-Aldrich e as suas companhias afiliadas, ndo responderdo por nenhum dano resultante
do manuseio ou do contato com o produto acima. Consultar www.sigma-aldrich.com efou o verso da
factura ou nota que acompanha o produto para tomar conhecimento dos termos adicionais e condicies
de venda.
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