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Pinto GCS. Eficacia da terapia fotodinamica antimicrobiana em biofilmes de Staphylococcus

aureus suscetivel e resistente a meticilina [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade

de Odontologia da UNESP; 2013.

RESUMO

A necessidade de superar o desafio criado pelos biofilmes resistentes aos tratamentos
antimicrobianos convencionais tem levado a busca por tratamentos alternativos, como terapia
fotodinamica antimicrobiana (aPDT). Este estudo avaliou in vitro a eficdcia da aPDT na
inativacao de biofilmes de Staphylococcus aureus suscetiveis e resistentes a meticilina
(MRSA e MSSA), mediado pelos fotossensibilizadores (PSs) Curcumina (Cur) e
Photodithazine® (PDZ). Biofilmes foram formados e tratados com diferentes concentragdes
de Cur (0, 20, 40 e 80 uM) e PDZ (0, 50 e 75 mg/L), e iluminados ou ndo por fonte de luz
LED (Cur 455 + 3 nm/ 5,28 J/em”; PDZ 660 + 3 nm/ 5,28 J/cm® ou 50 J/cm?). Os grupos
Controle Positivo (CP) ndo receberam nenhum PS e também nao foram iluminados. A
viabilidade dos micro-organismos apds a aPDT foi avaliado pelo numero de colonias viaveis,
pelo ensaio de XTT e pela utilizagio do kit LIVE/DEAD® na Microscopia Confocal de
Varredura a Laser (MCVL). Os resultados foram avaliados por anélises de variancia de dois
fatores de efeitos fixos (ANOVA) e complementados por comparagdes multiplas de médias
pelo teste de Tukey. Para ambas as cepas, todas as concentragcdes de Cur e PDZ testadas
reduziram significativamente a atividade metabdlica e o UFC/mL para ambos micro-
organismos quando comparado com os grupos CN (p<0,05). Os resultados foram otimizados
para a Cur quando utilizou-se a maior concentragdo (80 uM), para a PDZ, a maior redugado
nos micro-organismos foi observada quando associou-se a maior concentracdo de PDZ (75
mg/L) com a maior dose de luz (50 J/cm?). Os biofilmes submetidos a aPDT demostraram
pela MCVL um maior niimero de células coradas em vermelho, indicando que a aPDT foi
eficaz para promover danos ou morte as células bacterianas. Assim, a aPDT pode ser

considerada promissora para atuar de forma sinérgica no tratamento de infec¢des bacterianas.

Palavras-chaves:  Staphylococcus aureus resistente a  meticilina;  Biofilmes;

Fotoquimioterapia.
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Pinto GCS. Antimicrobial photodynamic therapy effectiveness against susceptible and
methicillin-resistant Staphylococcus aureus biofilms [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2013.

ABSTRACT

The need to overcome the challenge created by biofilms regarding conventional antimicrobial
approaches has lead to search of alternative treatments such as Antimicrobial Photodynamic
Therapy (aPDT). This in vitro study evaluated the efficacy of aPDT using the photosensitizer
(PS) Curcumin (Cur) and Photodithazine® (PDZ) in the inactivation of biofilms of methicillin
susceptible and resistant S. aureus (MSSA and MRSA). Biofilms were treated with different
Cur (0, 20, 40 or 80 uM of Cur) and PDZ concentrations (0, 50 or 75 mg/L) and illuminated
or not with LED source (Cur 455 + 3 nm/ 5.28 J/cm®; PDZ 660 + 3 nm/ 5.28 J/cm® or 50
J/em?). Positive control samples were not exposed to PS or light. The microorganisms
viability after aPDT were evaluated by counting the number of colonies, the XTT assay and
LIVE/DEAD® staining using confocal laser scanning microscopy (CLSM). The results were
evaluated by analysis of variance, two-factor fixed effects (ANOVA) and complemented by
multiple comparisons by Tukey test. For both strains, all the tested Cur and PDZ
concentrations reduced significantly both biofilm metabolic activity and CFU/mL compared
to the negative control (p<0.05). Moreover, the results were optimized for Cur when the
higher concentration was used (80 uM); For PDZ, the best results were obtained when it was
associated a higher concentration of PDZ (75 mg/L) with the higher dose of light (50 J/cm?).
Biofilms submitted to aPDT showed a large number of red-stained colonies, indicating that
this therapy was efficient in disrupting the bacterial membrane. It can be concluded that PS
was efficient in reducing viable colonies of both S. aureus strains by damaging cell membrane
and causing cell death. Thus, the aPDT is can be considered promising to act synergistically

in the treatment of bacterial infections.

Keywords: methicillin-resistant Staphylococcus aureus; Biofilm; Photochemotherapy.
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1 INTRODUCAO

r

O micro-organismo Staphylococcus aureus ¢é considerado de grande
patogenicidade, principalmente por apresentar capacidade de desenvolver resisténcia as
terapias medicamentosas convencionais™ %°. As cepas padrio de S. aureus sio suscetiveis a
meticilina (MSSA), porém alguns mecanismos relacionados a mutagdo ou a transdugdo levam
ao desenvolvilmento de cepas resistentes a meticilina (MRSA)®. As cepas de MSSA e
MRSA tem sido freqlientemente identificadas entre isolados clinicos de individuos idosos ou

8, 28, 29

imunocomprometidos . Entre as infecgdes sistémicas relacionadas ao S. aureus, a

pneumonia aspirativa tem sido considerada uma das mais preocupantes®’, devido a elevada

. 12,21, 32
taxa de mortalidade > 23

. Ainda, estudos indicam que as infeccdes de pneumonia aspirativa
de evolucdo mais severa e virulenta estdo relacionadas a presenca do MRSA*" %,

O ambiente orofaringeo apresenta uma diversidade de micro-organismos,
incluindo bactérias, fungos, protozoarios e virus. As cepas de MSSA e MRSA tém sido

. . . 2
isoladas de amostras de saliva e da cavidade bucal®” >

, a associacao entre a colonizacdo do
meio bucal por este micro-organismo e a presenga de proteses dentdrias faz com que os
usudrios de proteses se tornem ainda mais suscetiveis as infec¢des por MRSA® 7. A presenca
de biofilme na cavidade bucal e sobre as proteses pode levar a uma colonizagdo nasofaringea
persistente’ " >, favorecendo ao aparecimento de infecgdes recorrentes’’ e de resisténcia
microbiana™ ' 2% 4672 A aspiracao das bactérias da orofaringe tem sido identificada como a
mais importante rota de infec¢do no desenvolvimento de pneumonia aspirativa’’.
Considerando o potencial elevado do MRSA em produzir infec¢des invasivas,
particularmente em pacientes debilitados, medicamentos topicos e sistémicos tém sido

1026, 46. 57, 72 Bptretanto, tem sido verificado o

10, 46

utilizados para a sua erradicagio™
desenvolvimento de resisténcia das cepas de MRSA a estes agentes antimicrobianos
Devido ao aumento da resisténcia dos micro-organismos aos tratamentos disponiveis
resultante do uso indiscriminado de medicamentos topicos e sistémicos, o desenvolvimento de
tratamentos antimicrobianos alternativos e coadjuvantes se tornou necessario. A Terapia
Fotodinamica antimicrobiana (aPDT, do inglés: antimicrobial Photodynamic Therapy) surgiu
como terapia minimamente invasiva utilizada no tratamento de diversos tipos de tumores e em
certas doencgas benignas®. O interesse na aPDT também advém da simplicidade de seu

mecanismo de agdo resultante da interagdo entre um agente fotossensibilizante e uma luz
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visivel de comprimento de onda compativel ao espectro de absor¢cao do fotossensibilizador

(PS, do inglés: photosensitizer)®>> 7

. Quando o PS ¢ irradiado com luz em um comprimento
de onda compativel com sua maxima absor¢ao, o PS absorve essa energia luminosa e passa a
um estado excitado singlete. Este estado excitado singlete pode decair para o estado
fundamental com emissao de fluorescéncia (principio do fotodiagnostico), ou passar para um
estado triplete excitado por inversdo espontinea do spin do elétron excitado. Uma vez
formado o estado triplete excitado, esta espécie pode participar nas reacdes do tipo I ou II, que
envolvem interagdo com o oxigénio disponivel e producao de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e oxigénio singlete’'. Na reagio tipo 1, a transferéncia direta de elétrons de um PS
excitado para um substrato ocorre pela geragao de diferentes tipos de radicais, como hidroxil e
peroxido de hidrogénio. Na reacdo tipo 2, o PS triplete excitado pode reagir com oxigénio
molecular e produzir oxigénio singlete, altamente reativo. Todos esses produtos formados
geram uma seqiiéncia de eventos oxidativos resultando em morte celular direta, destrui¢ao da
vascularizagdo do tumor e ativagio da resposta imune do hospedeiro®. Uma vez que os PSs
atuam produzindo oxigénio singlete e outros EROs, nao existe resisténcia microbiana a essa
terapia, pois os radicais livres sdo capazes de interagir com diversas estruturas celulares
(proteinas, membranas lipidicas e 4cidos nucleicos) por diferentes mecanismos™. A aPDT tem
sido utilizada nas diversas areas da Odontologia apresentando excelentes resultados no
tratamento de cancer bucal e de lesdes pré-malignas®, bem como no tratamento de infeccdes
bacterianas e fingicas'> 14 17 18507173,

Os fotossensibilizadores idealmente necessitam possuir formagao acentuada de
EROs e peroxido de hidrogénio, dessa forma podendo atuar de forma eficaz na promocao de
danos e inativacdo dos micro-organismos e nao causar efeitos deletérios aos tecidos
adjacentes™. A membrana celular do micro-organismo parece ser o alvo inicial do processo
fotodindmico. As fenotiazinas (azul de toluidina e azul de metileno) parecem se ligar a
membrana plasmatica do micro-organismo e, conseqiientemente, esta estrutura celular seria
danificada apos a iluminagdo, o que levaria a morte celular. Segundo Bertoloni et al.’ os
compostos derivados da hematoporfirina parecem promover apenas um aumento na
permeabilidade da membrana plasmatica, o que permite sua passagem para O meio
intracelular. Como a reatividade das espécies reativas de oxigénio (EROs) com moléculas
organicas ndo ¢ especifica, a formagdo das EROs dentro da célula faz com que qualquer

. )
organela seja um alvo em potencial®.
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Entre os fotossensibilizadores que tém sido empregados na realizagdao da
aPDT, destaca-se a Curcumina ¢ a Photodithazine®. A Curcumina (Cur) é um composto
amarelo-alaranjado, extraido do rizoma da planta Curcuma longa (agafrdo). E comumente
usada como tempero na tradicional culinaria asiatica e na medicina chinesa, onde ja foram
comprovadas diversas outras propriedades farmacologicas, como anti-inflamatorias,
antitumorais, antifungicas, antibacterianas e anticarcinogénicas® ** **. Algumas dessas
propriedades sdo ampliadas apds a ativagdo pela luz. A utilizagdo da Cur como PS sobre
espécies de Candida spp. parece ser um tratamento antifingico promissor, pois baixas
concentracoes da substancia associadas a breves tempos de exposicdo luminosa foram
necessarios para a fotoinativacdo flngica. Resultado relevante foi descrito em recente estudo
que observou altas taxas de reducdo na atividade metabolica de biofilmes formados a partir de
isolados clinicos de C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata apds a exposi¢do a aPDT mediada
pela Cur®. No referido trabalho, os autores mostraram que a aPDT associando Cur e luz do
tipo LED também promoveu uma redu¢do significativa na biomassa dos biofilmes, mas nao
sua eliminagao total. Este resultado pode ser justificado pela estrutura em multicamadas dos
biofilmes, o que dificulta a penetracdo do PS nas camadas mais profundas. Tais achados
sugerem que a aPDT mediada pela Cur ¢ uma alternativa promissora que podera,
possivelmente, viabilizar esta técnica para o tratamento clinico de infecgdes fungicas e
bacterianas.

Outro PS que esta sendo investigado na terapia é a Photodithazine®. Essa
substancia ¢ uma clorina preparada na Russia, obtida a partir da cianobactéria Spirulina
platensis, encontrada em grande quantidade o que faz com que tenha baixo custo. Esse
composto ¢ classificado entre as clorinas, que sdo porfirinas hidrofilicas reduzidas que
apresentam forte banda de absor¢do na regido vermelha do espectro fotomagnético. O PS
PDZ vem sendo aplicado atualmente com sucesso na terapia fotodindmica contra o cancer,
devido ao seu alto rendimento quantico de formacdo de oxigénio singlete. De acordo com
alguns estudos este composto tem mostrado maior eficiéncia em relacdo as porfirinas e

23, 43 A .
* . A PDZ comprovou sua eficiéncia em um estudo que avaliou a

hematoporfirinas
fotoinativagdo de placa bacteriana em modelo de biofilme oral. Nesse estudo os autores
concluiram que o PDZ pode ser utilizado na terapia fotodindmica para o tratamento de

. . A . . . - . . 1
periodontite cronica, pois reduziu a formagdo de biofilme em aproximadamente 80%°".
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De acordo com as informagdes enumeradas anteriormente, julgamos
importante avaliar a capacidade da Terapia Fotodinamica Antimicrobiana mediada pelos
fotossensibilizadores Curcumina e Photodithazine®™ na inativacdo de biofilmes de MSSA e

MRSA.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Para facilitar a compreensdao € o acompanhamento do texto, essa revisao
abordou ordenadamente os seguintes aspectos: a primeira parte discorreu acerca de estudos
que tratam do MSSA e MRSA; a segunda abordou trabalhos relacionados a Terapia

Fotodinamica e suas aplicagoes.

2.1 MSSA e MRSA

Em 1994, Honma et al.”, realizaram um estudo para detectar a presenca de
MRSA e S. epidermidis resistente a meticilina (MRSE) em saliva humana e em superficies de
proteses dentarias. Foram obtidas amostras de saliva, sendo 127 de estudantes e 39 de
individuos usudrios de proteses. Além disso, também foram submetidas a avaliacdo 39
amostras de swab com esfregago das superficies das proteses. Um swab estéril foi imerso em
cada amostra de saliva por alguns segundos e entdo semeado em meio seletivo. Para obter o
material da superficie da prétese, um swab estéril foi esfregado firmemente por toda a
superficie da protese, semeado nos 2 meios seletivos e incubado a 37 °C de 5 a 7 dias. Para
identificar cada isolado, foi utilizada a coloragdo gram, identificacdo de caracteristicas
morfologicas, testes bioquimicos, como a producao de acido a partir do manitol, e liquefagao
de gelatina. A porcentagem de MRSA e MRSE nas amostras de saliva dos estudantes de
odontologia foi de 3,1 %, e nas amostras de swab com a raspagem das superficies protéticas
foi 12,8 %. A porcentagem detectada de S. aureus ou S. epidermidis nas amostras de swab foi
53,8 %. Com intuito de avaliar a suscetibilidade dos isolados aos antibidticos, os autores
espalharam uniformemente uma aliquota de 100 uL. de cada suspensdo celular em placas com
Trypticase Soy Agar (TSA). Em seguida, um disco de antibidtico foi colocado na placa
inoculada. Apds incubagdo por 4 h, a inibicdo do crescimento foi medida e a concentracao
inibitéria minima (CIM) determinada. Os experimentos demonstraram que todos os isolados
foram resistentes ou pouco sensiveis a maioria dos anti-bidticos testados. Enquanto, a maioria
dos isolados foram sensiveis a minociclina e tetraciclina. Com base nos resultados, a deteccao

de MRSA ¢ MRSE em amostras de saliva e amostras de proteses indicou que uma rigorosa
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desinfeccdo e esterilizacdo sdo essenciais para evitar a propagacao de ambas as cepas nos
consultorios odontolégicos. Os autores sugerem a desinfeccdo didria das proteses para

diminui¢ao dos micro-organismos.

Em 2001, Terpenning et al.*’ investigaram a importancia dos fatores médicos e
odontolégicos na pneumonia aspirativa em populacdo de idosos. Foram selecionados para
esse estudo 358 pacientes da terceira idade, internados hospitais e casas de repouso. No
estudo anual de acompanhamento do desenvolvimento da pneumonia, foram incluidos os
dados coletados na visita inicial e de acompanhamento (dados demogréaficos, historia médica
e odontoldgica, condigdes atuais de saude, uso de medicamentos, estado funcional,
xerostomia, alimentagdo, comportamentos relacionados a satde; revisdo dos registros de
prontuérios e banco de dados do hospital; exame clinico odontolégico completo para avaliar
as condicoes de higiene bucal, carie dentaria, doenca periodontal, numero de dentes e
eficiéncia mastigatoria). Nas visitas, foram realizadas as culturas de saliva, garganta e placas
dentarias e testes salivares incluindo de anticorpos IgA. Apos a visita inicial, os participantes
do estudo foram observados em intervalos. Os pacientes foram divididos em 2 grupos: um
para os individuos dentados e outro que inclui todos os individuos (dentados e desdentados).
Os controles foram individuos que ndo desenvolveram qualquer tipo de pneumonia. Foi
observado que 50 pacientes desenvolveram pneumonia aspirativa durante o periodo do
estudo, sendo que 28 deles eram dentados. Houve diferenca significante na incidéncia de
pneumonia aspirativa para os 2 grupos avaliados (dentados e desdentados), quando
considerado o local em que o paciente habitava no momento da entrada no estudo
(ambulatorio, hospital ou casa de repouso). Os resultados demonstram a importincia do
controle de placa bacteriana e do tratamento das caries dentdrias e doencas periodontais na
reducdo significativa da presenga de S. aureus na cavidade oral, diminuindo, assim, a

incidéncia de pneumonia aspirativa.

Em 2003, Cosgrove et al.'* realizaram uma meta-analise para avaliar os efeitos
da resisténcia a meticilina na mortalidade em bacteremias causadas por S. aureus. Para isso
foram pesquisados, no banco de dados MEDLINE, estudos de bacteremia por S. aureus
publicados durante o periodo de 1980 até 2000. Esse levantamento foi realizado por 2
pesquisadores de forma independente, que selecionaram estudos com as seguintes
informacdes: pais de origem e periodo do estudo; o numero ¢ a taxa de mortalidade para

pacientes com bacteremia por MRSA e MSSA; porcentagem de casos originados por
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contaminac¢do hospitalar; tempo de permanéncia hospitalar antes do inicio da infeccao; idade
média do paciente; comorbidade primadria; fonte da bacteremia; presen¢a de surto de infecgdo
de MRSA; género, idade, gravidade da doenca e permanéncia em UTI; adequacdo da terapia;
e taxa de probabilidade bruta e ajustada. Os autores observaram que a analise dos estudos foi
limitada por conterem dados sobre diferentes populagdes de pacientes e devido a falta de um
método validado de ajuste para a gravidade da doenga em pacientes com infec¢des. No
entanto, reunindo os dados disponiveis, foi sugerido que pacientes diagnosticados com
bacteremia por MRSA apresentam maior risco de mortalidade quando comparados aqueles
com bacteremia por MSSA. Informagdes detalhadas sobre a origem da bacteremia, adequagao
da terapéutica antimicrobiana e os efeitos do atraso no tratamento adequado dos pacientes
com bacteremia por MRSA ndo eram esclarecidas. Dessa forma, foi concluido que bacteremia
por MRSA possui maior mortalidade que a bacteremia por MSSA e que hé necessidade de
outras investigagdes para esclarecer se os esforcos devem ser direcionados para a deteccao
precoce de MRSA, antecipando, assim, a aplicacdo de terapia apropriada ou modificando a
antibioticoterapia com novos agentes, combinagdes de drogas ou diferentes doses. Os autores

ressaltaram, ainda, o importante papel do controle de infec¢do e uso adequado de antibidticos.

No mesmo ano, Smith, Hunter”’, realizaram um estudo para avaliar o efeito de
biocidas hospitalares sobre dois patdgenos nosocomiais, 0 MRSA e P. aeruginosa, nas formas
planctonica e de biofilme. Para isso, discos de ago inoxidavel, teflon e polietileno foram
confeccionados, esterilizados, inoculados individualmente e incubados por 24 h a 37 °C sob
agitacdo. Apds incubacdo, os discos foram imersos em 200 pL de trés solucdes biocidas
hospitalares que continham cloreto de benzalconio (1 %), digluconato de clorexidina (4 %) e
triclosan (1 %) e incubados por 24 h a 37 °C. Em seguida, a viabilidade celular foi
determinada por meio do ensaio de XTT e do kit Live/Dead (BacLight Bacterial Viabulity).
Os autores observaram que, para as células planctonicas de ambos 0s micro-organismos
testados, a concentragdo minima bactericida de todos os biocidas foi consideravelmente
menor que a concentracdo de uso recomendada pelos fabricantes. Entretanto, os biocidas na
concentragdo recomendada pelos fabricantes ndo foram capazes de inativar os micro-
organismos que estavam na forma de biofilme. Apds os tratamentos biocidas, 0 — 11 % das
células do biofilme de MRSA e mais de 80 % das células do biofilme de P. aeruginosa

sobreviveram. Com base nos dados obtidos, os autores concluiram que, embora os biocidas
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possam ser efetivos contra células planctonicas, biofilmes aderidos a superficies sdo mais

resistentes as solugoes.

O biofilme de MRSA em proteses pode ser facilmente aspirado pelos usuarios,
causando infec¢gdes como a pneumonia aspirativa. Assim, Altieri et al.> em 2012, realizaram
um estudo para avaliar a eficacia de duas solucdes desinfetantes e irradiagdo por micro-ondas
na desinfec¢do de proteses totais contaminadas com MRSA. Os autores contaminaram 36
proteses totais com MRSA e as dividiram em quatro grupos iguais: 1) grupo controle positivo
composto por proteses que ndo foram desinfetados; 2) grupo imerso em hipoclorito de sodio
1% por 10 min; 3) grupo imerso em gluconato de clorexidina 2% durante 10 min; 4) grupo
submetidos a irradiacdo de micro-ondas a cerca de 650 W durante 3 min. Foi realizado a
contagens de colonias e também foi avaliado a eficacia apds 7 dias de desinfec¢do. Todas as
proteses do grupo de controle mostrou crescimento microbiano substancial sobre as placas
(6,24 Log;o UFC/mL). Ap6s 7 dias de incubagdo, os autores observaram crescimento nas
préteses descontaminadas com hipoclorito de s6dio 1%. A imersdo em solugdo de gluconato
de clorexidina e irradiagdo de micro-ondas resultou em desinfeccao completa de todas as
proteses contaminadas com MRSA, tanto a curto e a longo prazo. Concluiram que a
irradiacdo por micro-ondas e gluconato de clorexidina 2% pode ter uma aplicagdo
desinfectante em consultdrios odontoldgicos e instituigdes em que usudrios de protese total

sao tratados, melhorando assim a longevidade e qualidade de vida dos pacientes.
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2.2 Terapia Fotodinamica

No ano de 1987, Tonnesen et al.®® avaliaram a atividade da Cur usando
micro-organismos como indicadores sensiveis. Para realizar andlise da fototoxicidade da Cur
foi utilizado cepas de Salmonella typhimurium com auséncia de parte da membrana celular.
Assim, os micro-organismos sao permeaveis a moléculas grandes e com ampla sensibilidade
frente a acdo de varios agentes. As suspensoes celulares das duas espécies foram preparadas
para a realizagio dos testes. As suspensdes de S. typhimurium, foram adicionadas em
diferentes concentragcdes de Cur diluidas em DMSO (5% para E. coli ¢ 10% para S.
typhirium). As misturas tiveram uma TPI de 30 min para permitir a entrada do composto nas
células. Entdo, as suspensdes foram irradiadas por um determinado periodo. Apds a
iluminacao, as suspensdes foram incubadas por 2 h para deixar em contato com os produtos
toxicos gerados. A determinagdo da viabilidade celular foi realizada através dos calculos de
UFC/mL. Suspensdes adicionais foram tratadas com a maior concentracdo da Cur, porém nao
iluminadas. Para testar a toxicidade dos produtos de degradacao da Cur, ap6s a iluminagao, as
solugdes foram incubadas no escuro por intervalos que variaram de 0 a 60 min. Os resultados
dos testes de fototoxicidade mostraram que as suspensdes de S. typhimurium tratadas com Cur
e iluminadas tiveram reducdo da viabilidade celular de forma concentragao dependente,
quando comparada as nao irradiadas, demonstrando que a Cur ¢, claramente, fototdxica. Para
determinar os efeitos toxicos dos produtos formados durante a iluminacdo das solugdes de
Cur, a mesma foi individualmente iluminada e, ap6s irradiagao por 30 min, as solugdes foram
colocadas em contato com as suspensdes celulares em intervalos que variaram de 0 a 60 min.
Os resultados mostraram que a viabilidade da S. typhimurium néo foi afetada pela adigdo de
Cur previamente iluminada, o que mostra que a fototoxicidade é causada por produtos
intermediarios instaveis. Para determinar se a Cur induz danos ao DNA, duas cepas diferentes
de Escherichia coli com deficiéncia nos mecanismos de reparo do DNA ou com habilidade ou
inabilidade para fermentar a lactose (Lac- e Lac+) foram utilizadas. Os resultados mostraram
que houve danos genotdxicos somente para as cepas Lac+. A atividade da Cur foi dependente
do tempo de iluminagdo e da concentragao.

Dahl et al.", em 1989, investigaram as propriedades da Cur na presenca e na

auséncia de luz, considerando, particularmente, os efeitos letais sobre bactérias. Estas foram
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cultivadas, sensibilizadas e submetidas a diferentes tempos de iluminacao. Aliquotas de 100
uL foram plaqueadas para avaliagdo de sobrevivéncia das bactérias através do UFC/mL.
Além disso, o envolvimento do oxigénio na inativagdo das cepas foi avaliado. Os resultados
obtidos mostraram que as concentragdes de Cur avaliadas nao tiveram toxicidade na auséncia
de luz. A Cur 1 uM foi capaz de causar completa inativagdo de Staphylococcus aureus apos
15 min de iluminagdo. A retirada do oxigénio (O;) da rea¢do inibe completamente a
fototoxicidade da Cur. O tempo de pré-incubacdo das células com a Cur, anteriormente a
iluminacdo, ndo teve efeito na fototoxicidade. Entretanto, a remocdo da Cur ndo ligada as
células promoveu reducdo acentuada dos efeitos toxicos, sugerindo que a Cur livre, ou
fracamente ligada as células, ¢ a responsavel pelo efeito fototoxico. No entanto, esse efeito
ndo se deve a liberagdo de oxigénio singlete, visto que em meio prético ha pouca ou nenhuma

formacao de oxigénio singlete, mas sim do peroxido de hidrogénio.

Com base em dados cientificos publicados na literatura, Wainwright’' em
1998, apresentou os PS disponiveis para a realizagdo da aPDT. De acordo com o autor, a
utilizag¢ao das porfirinas, que sdo um tipo de PSs macrociclicos, ¢ decorrente do seu emprego
no tratamento fotodindmico de cancer. Os derivados de hematoporfirina sao uma combinagao
de fotossensibilizadores oligoméricos derivados do sangue, e foram os primeiros agentes a
receberem aprovagdo do FDA (Food and Drug Administration) para aplicagdo clinica da
aPDT. As porfirinas anidnicas sdo efetivas para a fotoinativagao de bactérias Gram-positivas.
Entretanto, as bactérias Gram-negativas, por apresentarem uma parede celular mais complexa,
somente sdo sensibilizadas quando a porfirina anionica ¢ utilizada em associagdo a um
derivado nonapeptideo de colistina, que promove abertura de canais na membrana bacteriana.
As porfirinas também tém se mostrado efetivas para inativa¢do de virus in vitro, causando
aparentemente um dano ao envelope viral. Segundo o autor, as pesquisa realizadas até o
momento ainda nao indicam a aPDT como uma forma de tratamento em substituicdo as
drogas antimicrobianas, mas sim como uma forma de se aprimorar o tratamento de infec¢des

locais devido ao baixo custo e facilidade empregada.

Em 2002, Strakhovskaia et al.”’ realizaram um estudo com o objetivo de
avaliar a eficiéncia do fotossensibilizador photodithazine (PDZ), uma substancia derivada de
clorina, e estudar o seu efeito na inativagdo de Candida guilliermondii por meio de luz visivel.
Para tanto uma suspensdo celular de C. guilliermondii foi obtida em uma concentragdo de

2.10" UFC/mL e mantida no interior de uma cubeta de aproximadamente 1 cm de didmetro
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sob temperatura controlada (22 °C) e irradiada com luz visivel de comprimento de onda em
torno de 380 nm. A suspensdo foi mantida a uma distdncia de 15 cm da lampada.
Imediatamente apos a iluminagdo, aliquotas da suspensdo foram transferidas para um eletrodo
de oxigénio Clark-type o qual esteve sob temperatura controlada (22 °C) para que os niveis de
consumo de oxigénio fossem medidos. A mesma suspensao foi utilizada para o preparo de
dilui¢des seriadas para contagem de células vidveis. Os resultados demonstraram que apenas
37% de C. guilliermondii sobreviveu na presenca de 2 uM de clorina eg, € que a eficiéncia de
fotossensibilizagdo com a mesma concentragao para a PDZ foi 25% maior do que em relacao
a clorina e¢ (pura). Isso pode estar relacionado a melhor solubilidade de PDZ em agua e
consequentemente ao menor grau de agregacdo de moléculas de PDZ em solugdo aquosa.
Quando a concentracdo de PDZ aumentou para 20 uM a eficiéncia da fotossensibiliza¢ao
aumentou mais de 25 vezes. Os autores concluiram que a PDZ ¢ um PS promissor com

atividade antifiingica acentuada.

Com o objetivo de avaliar a fotodestruicdo de placa bacteriana dental humana

61 . . .
1.”" em 2003, realizaram um estudo associando a

em um modelo de biofilme oral, Soukos et a
ondas fotomecanicas. Os autores relatam que a doenga periodontal ¢ resultante do acimulo de
biofilme bacteriano subgengival sobre as superficies dentarias. Dessa modo, investigaram o
efeito fotodindmico de um conjugado entre o PS clorina es (ces) € uma poly-;-lysine (pL) com
5 residuos de lisina na placa bacteriana dental humana de Actinomyces naeslundii apos
exposicao a ondas fotomecanicas geradas por um Laser (662 nm) na presenga do conjugado.
Amostras de placa subgengival de 12 pacientes com periodontite cronica foram obtidas e
colocadas em um eppendorf com 5 mL de solu¢do Ringer pré-reduzida anaerobicamente e
esterilizada. As suspensdes foram incubados no escuro em temperatura ambiente por 5
minutos com 5 uM do conjugado pL-ces, Em seguida foram centrifugadas e lavadas uma vez
em PBS estéril. A partir disso as amostras foram divididas em 3 grupos: 1) apenas com
suspensao celular; 2) adicionou-se 1 mL de PBS a suspensao celular e 3) adicionou-se 80% de
PBS e 20% de EDTA a suspensdo. Cada grupo foi constituido de 4 amostras. Para a
realizagdo da aPDT as amostras foram colocadas em placas de 24 orificios e entdo as mesmas
foram expostas a luz vermelha (15 J/cm?). Adicionalmente, biofilmes de A. naeslundii,
formados em esmalte bovino, também foram expostos as ondas fotomecanicas por 15 min
com 5 uM do conjugado pL-ces. A profundidade de penetragao do conjugado foi medida por

meio de um microscopio confocal. Em ambos os casos, apds a iluminagdo dilui¢des seriadas
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foram preparadas e aliquotas de 100uL foram removidas colocadas em placas com Agar
sangue. Fracdes de sobrevivéncia foram calculadas pela contagem de colonias bacterianas. De
acordo com os resultados obtidos nesse estudo, o grupo submetido a aPDT demonstrou 90%
de morte celular de placa bacteriana dental humana. Os autores concluiram que as ondas
fotomecanicas juntamente com a aPDT podem ser uma arma com grande potencial para

fotodestruicao de placa dental no tratamento de doenga periodontal destrutiva cronica.

Em 2005, Demidova, Hamblin'* compararam a efetividade da aPDT na
inativacdo de suspensdes das bactérias Escherichia coli (gram-negativo) e S. aureus (gram-
positivo), e do fungo C. albicans. A foto-inativagao foi testada com a utilizagdo dos PSs rose
bengal, azul de toluidina e conjugado de poli-lisina, em vdarias concentracdes, associados a
uma fonte de luz ndo coerente, composta de pacotes de fibras intercambidveis. Inicialmente,
as suspensdes celulares dos trés micro-organismos foram obtidas por meio do crescimento
overnight a 37 °C, em meios de cultura especificos, seguido da centrifugagdo e ressuspensao
das células em solug¢do tampao. As suspensodes celulares foram incubadas em ambiente escuro
com os PSs em diferentes concentracdes durante 20 min, e em seguida, aliquotas de 200 uL
foram transferidas para uma placa de 96 orificios, ¢ a iluminagao realizada com doses de luz
que variaram de 0 a 200 J/cm®. As amostras foram iluminadas com e sem a remocdo do
excesso do agente. Foram obtidas diluicdes seriadas de cada amostra, seguidas do
plaqueamento, incubagao overnight a 37°C, e obten¢cdo do nimero de UFC/mL. Além disso,
apods a incubacgao, aliquotas adicionais foram utilizadas com o objetivo de verificar se os PSs
testados permanecem somente ligados @ membrana celular dos micro-organismos ou se ha
penetragdo ao interior da célula. Os resultados demonstram que a concentragdo das
suspensdes modificaram a efetividade de todos os PSs testados, ou seja, quanto maior a
concentracdo celular presente na suspensdo, maior concentracdo de PS foi necessaria. O
Conjugado de poli-lisina foi o PS mais efetivo para promover a fotossensibilizacdo das
bactérias ¢ do fungo. A suscetibilidade dos micro-organismos variaram, sendo a C. albicans
mais resistente a aPDT em comparagdo com as bactérias. Os autores concluiram que, por
possuir um tamanho muito maior que a cé€lula bacteriana, a célula fungica necessita de uma
maior quantidade de oxigénio singlete para sua inativa¢do. Além disso, a C. albicans ¢ um ser
eucarionte e a presenga da membrana nuclear poderia atuar como uma barreira adicional para

a penetragao do PS.
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Em 2006, Tegos et al.®® avaliaram o fotossensibilizador policatidnico
conjugado entre os compostos polyethyleneimine (PEI) e clorina (es), na fotoinativacdo
antimicrobiana de suspensdes de bactérias e fungos (S. aureus, Streptococcus pyogenes,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e C. albicans). Os autores consideram que as
estruturas moleculares policationicas aumentam a penetragdo do PS em células gram-
negativas. Para a realizagdo deste experimento preparou-se conjugados policationicos entre a
clorina (e¢) ¢ 3 formas moleculares de PEI: PEI-ceq lin (cadeia linear), PEI-ces LMW (baixo
peso molecular) e PEl-ces HMW (alto peso molecular). Previamente ao experimento,
suspensoes celulares foram preparadas, lavadas, centrifugadas e ressuspendidas em 3,5 mL de
PBS. (10® células/mL para bactérias e 10’ células/mL para C. albicans). Tais suspensdes
foram incubadas com 1 ou 10 uM de PS no escuro por 10 min em temperatura ambiente. As
células que foram incubadas sem PS para promover os valores de UFC/mL foram
consideradas controles. De acordo com os resultados, a molécula PEI-ces HMW foi efetiva na
inativagdo de todos os micro-organismos avaliados, enquanto que o conjugado PEI-ce¢ lin foi
efetivo apenas na inativac¢do do S. aureus e C. albicans. Dessa maneira, concluiu-se que esses

conjugados podem ser considerados eficientes PS, podendo ser utilizados em aPDT.

No mesmo ano, Konopka, Goslinski**, investigaram por meio de uma revisdo
de literatura as diversas aplicagdes da terapia fotodinamica na Odontologia nas diferentes
areas como: tratamento de cancer bucal, terapia para infecgdes bacteriana e flingicas e
diagnostico fotodinamico de lesdes bucais potencialmente malignas. Segundo os autores, a
terapia fotodindmica apresenta algumas vantagens, uma vez que nao € invasiva, apresenta
efeitos adversos moderados e seletividade para as células alvo sem causar danos aos tecidos
subjacentes sadios, entre outras. Os autores acreditam que a terapia fotodinamica possa se
tornar o tratamento de escolha para o cancer de cabega e pescoco, incluindo tanto as lesdes
pré-malignas quanto lesdes primadrias, recorrentes € metastases. A aPDT foi iniciada ha mais
de um século, no entanto, com a descoberta dos antibioticos seu desenvolvimento ficou
restrito. Com a emergéncia de vérias cepas microbianas resistentes aos antibidticos
disponiveis no mercado, a aPDT voltou a ser considerada como possivel tratamento. O
desenvolvimento de resisténcia contra a aPDT parece ser improvavel, pois o oxigénio singlete
e os demais radicais livres gerados interagem em diversas estruturas celulares por diferentes
mecanismos. De acordo com alguns estudos, a aPDT tem sido utilizada no controle de

biofilmes bacterianos, pois atua tanto nos micro-organismos quanto na matriz extracelular,
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promovendo a desorganizagdo do biofilme. Entretanto, os biofilmes de C. albicans mostraram
ser menos suscetiveis a aPDT. Esse padrao distinto de suscetibilidade, quando comparado ao
do biofilme bacteriano, pode ser explicado por diferencas estruturais entre os biofilmes
fingicos e bacterianos, ou pela inabilidade de a luz penetrar o espesso biofilme formado por
espécies de Candida. Além disso, tem sido empregada no controle de agentes patogenos
periodontais, na desinfeccdo de canais radiculares e no tratamento da estomatite protética. Os
estudos recentes se baseiam na descoberta de fotossensibilizadores especificos, para que
atuem nos patdogenos selecionados € ndo promovam uma intensa destruicdo microbiana
deixando o paciente suscetivel a infec¢cdes oportunistas. Devido a facilidade de iluminagao da
cavidade bucal, a aPDT se torna uma terapia com potencial para ser aplicado clinicamente
tanto no tratamento de infecgdes bucais como tratamento de cancer bucal e lesdes com
displasia epitelial. Dessa forma, o futuro da terapia fotodinamica depende das interagdes entre

sua aplicacdo clinica e o desenvolvimento de inovagdes tecnoldgicas.

A fotodegradagao de trés diferentes PS derivados de clorina foi avaliado por
Ferreira et al.”> em 2008. Os autores avaliaram a degradacio do fotossensibilizador por meio
das mudangas do espectro de fluorescéncia durante a iluminacdo. A taxa de variagcdo de
fluorescéncia foi normalizada para a absor¢do da solugdo e a energia do foton resultante na
determinagdo do numero necessario de fotons a ser absorvido para induzir a degradacdo do
fotossensibilizador. Foi utilizado trés PS derivados de clorina: Photodithazine®, Radaclorin® e
Foscan®. Os pardmetros para obtencio dos valores de deterioracdo das moléculas, valores de
fluéncia dos fotons e propriedades Opticas da solucdo permitiu determinar a estabilidade do
PS em solucdo durante a iluminacdo. Segundo os autores os resultados demonstraram em
ordem de suscetibilidade a fotodegradagdo que Radaclorin® < Photodithazine® < Foscan®. A
diferenca na fotodegradacdo para o Foscan pode ser explicada pela alta proporcao de
agregados em solucao que inibe o processo foto-oxidativo e impede a formacao do oxigénio
singlete. Os autores sugerem que houve uma correlacdo entre a fotodegradagdo e a eficacia
fotodinamica dos PS que ¢ dirigida pela formagdo de oxigénio singlete responséavel pela
maioria das reacoes relevantes na inducdo fotodinamica de morte celular. Desse modo, os
autores concluiram que a fotodegradacdo, assim como a eficacia fotodinamica, estdo

correlacionada em relagdo a concentragcdo de oxigénio presente no tecido.

7 . . ~ , .
Cavalcante et al.’, no mesmo ano, realizaram uma combinagao de técnicas para

avaliar a eficiéncia fotodinamica de alguns fotossensibilizadores. De acordo com os autores,
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a terapia fotodinamica estd se revelando um tratamento promissor contra o cancer € na
inativacdo de micro-organismos. A aPDT se baseia na administragio de um componente
fotossensibilizador seguido de ativagdo por luz. Assim, essa terapia promove reacdes que
podem formar espécies reativas de oxigénio capazes de inativar tanto células tumorais quanto
microbianas. Para tanto, 4 PS foram avaliados, sendo eles: Photogem® (PG), Photofrin® (PF)
e Photosan® (PS), trés derivados de hematoporfirinas, e Photodithazine™ (PDZ), derivado de
clorina es. O estudo promoveu uma maneira de se fazer uma rapida avaliagdo prévia da
efeciéncia desses fotossensibilizadores por meio da combinagdo das seguintes técnicas: uso de
BSA (albumina bovina sérica) e acido urico como dosimetro quimico para investigar a foto-
oxidagdo das biomoléculas de cada PS; foto-hemolise de células vermelhas do sangue para
avaliar o mecanismo de dano a membrana celular causado pela fotossensibilizacdo; e
determinagcdo da hidrofobicidade dos PS por meio da separacdo de suas moléculas com
octanol e fosfato buffer. De acordo com os autores, os resultados sugerem um ranking de

eficiéncia dos PS: PDZ > PG > ou = PF > PS.

O Staphylococcus aureus ¢é a etiologia mais comum na causa de infecgdes
hospitalares, comprometendo principalmente pacientes imunocomprometidos. Diante disso,
ainda no ano de 2008, Grinholc et al.** realizaram um estudo com o objetivo de avaliar a
fotoinativagcdo promovida pela Terapia Fotodindmica em biofilmes de MSSA e MRSA. As
cepas sdo provenientes de isolados clinicos de pacientes internados e foi também utilizado
como referéncia a cepa ATCC (25904). Para a realizacdo da Terapia Fotodinadmica foi
utilizado o fotossensibilizador porfirina. Assim, foi observado que a efetividade da aPDT foi
dependente das cepas dos micro-organismos. Os micro-organismos resistentes € provenientes
de isolados clinicos demosntraram menor suscetibilidade a aPDT. Assim, observou-se uma
variacao na reducao do crescimento bacteriano, chegando no caso das cepas de MSSA de até

3 Logio, porém nao houve completa inviabilizagdo das cepas.

Em 2009, Priyadarsini*® investigou por meio de uma revisio de literatura sobre
a Cur, como propriedades fisico-quimicas, a influéncia dos solventes e do pH nas
propriedades fotofisicas do estado excitado e ainda consideracdes sobre a degradacdo e
fototoxicidade da Cru. A revisdo apresenta a Cur como um pigmento extraido do rizoma da
planta Curcuma longa, comumente usada na culinaria indiana como tempero. O autor cita as
propriedades farmacolédgicas da Cur, motivos pelos quais ela possui grande potencial de

aplicacdo terapéutica na medicina indiana e chinesa. S3o elas a acdo anti-inflamatoria,
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antitumoral, para tratamento de doengas neuroldgicas, cardio-vasculares e doencas de pele,
dentre outras. A Cur apresenta também, propriedades fototoxicas contra sistemas bacterianos.
Com relag@o a solubilidade e estabilidade da Cur, o autor afirma que a Cur ¢ praticamente
insoltivel em 4gua em pH 7, sendo, entretanto, solivel em diversos solventes organicos, como
metanol, etanol, DMF, DMSO, cloféormio, acetomitrila, dentre outros. Na maioria dos
solventes organicos, a Cur existe na sua forma de enol, mais estavel que a forma de diceto. A
Cur apresenta, na sua forma solida, grande absor¢do na regido UV do espectro de luz, com
maxima absorcao em 408 e 434 nm. Com relacdo espectro de fluorescéncia, a maxima
fluorescéncia € dependente da natureza do solvente, variando com a constante dielétrica e
indice de refragdo. Em DMSO, a fluorescéncia maxima varia entre 535 ¢ 560 nm. A maxima
fluorescéncia, entretanto, parece ser independente do comprimento de onda usada para
excitacdo, entre 300 e 470 nm. A Cur mostra-se estavel em pH baixo em solucdes aquosas
alcodlicas, mas sofre degradacdo quimica e hidrélise em pH bdsico. O mecanismo de
degradag@o ndo esta claro. Em solventes organicos, a Cur sofre fotolise sob a luz UV e forma
3 produtos de degradagdo. A exposi¢ao a luz do Sol promoveu maior formagao de produtos de
degradagdo que a fotdlise por UV. Os autores relataram, ainda, que a Cur tem acao fototoxica,
jé bastante relatada, contra sistemas bacterianos e células de mamiferos. A fototoxicidade ¢
dependente do oxigénio, e bactérias gram-negativas foram mais resistentes a aPDT que as
gram-positivas. O papel da Cur na atividade fotobioldgica mediada pelo oxigénio singlete
('0,) ¢ controversa, visto que alguns estudos mostram a formacao dessas EROs, enquanto
outros afirmaram que ¢ captadora de '0,. A Cur apresenta vérios alvos moleculares. Por ser
uma molécula lipofilica, ela interage, primeiro, com a membrana celular e as proteinas de

ligacdo da membrana e, entdo, ¢ distribuida para diferentes partes da célula.

No mesmo ano, Martins et al.*® avaliaram a atividade antifingica da Cur contra
23 cepas fungicas de interesse clinico, assim como na sua habilidade de inibir a adesdo de
Candida spp. as células epiteliais humanas. Assim, analises in vitro da suscetibilidade das
cepas foram procedidas usando Cur (0,5 — 256 mg/L) e fluconazol (0,06 — 64 mg/L) como
controle positivo. As concentragdes inibitdrias minimas (MIC) foram encontradas, e os
resultados mostraram que a Cur foi até 32 vezes mais potente que o fluconazol na completa
inibi¢do de uma cepa de P. brasiliensis 32 mg/L de Cur foi capaz de causar completa
inativagcdo de 2 isolados clinicos de C. dubliniensis. Além disso, foram realizados testes de

adesdo, expondo Candida a MIC de Cur por 1 h e, em seguida, incubando por mais 1 h com



33

CEB (células epiteliais). Os resultados mostraram que a Cur foi capaz de inibir a adesao de
espécies de Candida as CEB e, os 2 isolados clinicos de C. dubliniensis (Cd22 e Cd28) foram
os que tiveram maior redugdo na capacidade de adesdo (63 e 74%, respectivamente). A partir
dos resultados obtidos, os autores puderam concluir que a Cur teve maior atividade
antifingica sobre o crescimento celular e foi mais eficiente na inibicdo da adesdo as CEB que

o fluconazol.

Em 2010, Dovigo et al.'” avaliaram a atividade fotodinimica do Photogem®
associado ao LED na inativagdo de 4 diferentes espécies de Candida: C. albicans, C.
dubliniensis, C. tropicallis e C. krusei. Para a realizagdo do estudo, suspensdes celulares
foram obtidas e padronizadas numa concentragdo de 10° células/mL. A partir de entdo, foram
testadas 9 condi¢des experimentais para cada micro-organismo, cruzando 3 diferentes
concentragdes do PS (10, 25 e 50 mg/L) com 3 doses de luz (18, 25,5 e 37,5 J/em?).
Adicionalmente, o efeito da aplica¢do isolada do PS na auséncia de luz e o efeito da luz
somente foram avaliados. Um grupo sem PS ou luz foi usado como controle. As suspensdes
foram diluidas e plaqueadas, e, apos 48 horas, a viabilidade celular foi avaliada através da
contagem de colonias viaveis e calculo do nimero de UFC/mL. Para todas as espécies
avaliadas, houve reducdo significante das colonias vidveis apds aPDT. Houve completa
inativagdo de C. albicans (associando 50 mg/mL com 18 J/cm? ou 10 mg/mL com 25,5
J/em?), da C. dubliniensis (associando 25 mg/mL com 18 J/cm® ou 10 mg/mL com 25,5
J/em?) e da C. tropicallis (associando 25 mg/mL com 25,5 J/em® ou 10 mg/mL com 37,5
J/em?). Foi observada uma reducdo significativa da viabilidade celular da C. krusei, mas
nenhuma associacdo entre concentragdo e dose de luz testada nesse estudo causou completa
fotoinativagdo desta espécie. Esses resultados sugerem que a aPDT ¢ um método efetivo na
inativacao de fungos, apresentando efeito fungicida em suspensdes celulares de C. albicans,
C. dubliniensis e C. tropicallis, e causando significante reducdo da viabilidade celular da C.

krusei.

O efeito antimicrobiano da terapia fotodinamica utilizando uma clorina e pura
como PS e uma luz Laser foi avaliado por Park et al.** em 2010. Nesse estudo os autores
avaliaram o efeito da aPDT na inativagdo de Staphylococcus aureus, Pseudémonas
aeruginosa, Escherichia coli e Salmonela typhimurium. Os autores avaliaram a viabilidade
bacteriana, quantificagao das unidades formadoras de coldnia assim como halo de inibi¢cdo das

mesmas. Os resultados demonstraram que a aPDT mediada por meio da clorina foi muito
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efetiva na inibi¢do do crescimento de S. aureos e P. aeruginosa, mas foi dependente da dose
de luz e da concentragdo do PS. O niimero de bactérias viaveis diminuiu significativamente
apos a aplicacdo da aPDT com a utilizagdo de 10 pM de PS e uma dose de luz de 20 J/cm®*
Essa terapia também inibiu parcialmente a formagdo de colonias para E. coli ¢ S.
typhimurium. Esses resultados mostraram que a aPDT mediada pela clorina es pode ser uma

alternativa promissora para o tratamento antimicrobiano.

Ainda em 2009, foi publicado por Juzeniene’' um editorial da revista
Photodiagnosis and Photodynamic Therapy, um artigo em que alguns autores escreveram
sobre a origem e algumas propriedades dos fotossensibilizadores derivados da clorina eg.
Dentre essas substancias estavam Ph0t010n®, Radachlorin® e Photoditazine®. De acordo com
o levantamento feito pelos autores, as clorinas contém magnésio e sdo chamadas de
“chlorophylls”, e sdo os pigmentos fotossensiveis presentes nos cloroplastos da maioria das
plantas, algas e cianobactérias. Assim, as clorinas foram introduzidas em 1980 como
fotossensibilizadores potenciais para PDT e desde entdo seus derivados tém sido
desenvolvidos. Segundo os autores, o Radachlorin e Photodithazine ndo s6 aumentaram a
eficicia como também diminuiram efeitos adversos quando comparados com o0s
fotossensibilizadores de primeira geracdo. Sua maior eficiéncia foi comprovada inativando
células tumorais, absorvendo maiores comprimentos de onda (400 — 670 nm) e sendo
eliminados do organismo rapidamente (por volta de 2 dias). Photodithazine ¢ uma mistura de
clorina Ce6 (60%), clorina p6, e purpurinas 7 e 18, além disso ¢ soltivel em agua, o que lhe
confere boa estabilidade quando armazenada. Os autores concluiram que de maneira geral, os
fotossensibilizadores acima citados possuem baixa toxicidade, alta seletividade além de alta

fototoxicidade sendo muito promissor o seu uso na terapia fotodindmica.

Em 2011, Dovigo et al."” avaliaram a eficacia do aPDT na inativagdo de cepas
de Candida albicans e Candida glabrata resistentes ao fluconazol. Foi utilizado diferentes
concentragdes do PS (Photogem: 2,5, 5, 10, 25 ¢ 50 mg/L) e doses de luz LED (10,5, 18, 25,5
e 37,5 J/em?) com o objetivo de encontrar a concentragdo minima do PS e dose de luz que
promoveria inativagdo completa das cepas em culturas planctonicas. Numa segunda etapa do
experimento, a combinagdo do PS e luz (LED) mais adequada para a fotoinativa¢dao foi
avaliada contra biofilmes de C. albicans e C. glabrata. Para esse estudo foram usados 6
isolados de pacientes com cepas resistentes ao fluconazol (FR): C. albicans 10R, 15R, 23R /

C. glabrata 50R, 63R e 87R. Adicionalmente, cepas ATCC foram usadas como referéncia. As
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suspensdes padronizadas de Candida (10° células/mL), e o PS foi adicionado e, apds a
incubagdo no escuro por 30 min (tempo de pré-incubacdo) cada placa foi irradiada por LED
(Grupos P+L+). Para determinar se o PS sozinho tinha algum efeito na viabilidade celular,
pocos adicionais foram confeccionados sob as mesmas condigdes que as anteriores, exceto
pela exposi¢cdo ao LED (P+L-). O efeito do LED sozinho foi determinado pela exposicao das
células ao LED sem adi¢@o do PS (P-L+). Suspensdes sem exposi¢do ao PS ou ao LED foram
usadas como controle geral (P-L-). Para determinar a viabilidade celular o niimero de
UFC/mL foi calculado. A completa inativagdo de todas as suspensdes de C. albicans
resistentes ao fluconazol foi alcancada com 50 mg/L e 18 J/cm?, enquanto as cepas resistentes
ao fluconazol de C. glabrata foram inativadas com 25 mg/L e iluminagdo com 25,5 e 37,5
Jem®. Para completa inativagio das cepas ATCC de C. albicans e C. glabrata, as
concentragdes exigidas foram menores. A aPDT foi capaz de reduzir a viabilidade dos
biofilmes de C. albicans e C. glabrata, quando expostos a 25 mg/L do PS e 37,5 J/em? de luz.
Apesar disso, a redugdo do niimero de colonias viaveis foi discreta em todo o experimento,
sugerindo que os organismos quando organizados em biofilmes podem ter sua suscetibilidade

a aPDT reduzida.

No mesmo ano, Dovigo et al.?’ realizou um estudo para avaliar a aPDT
mediada por Cur contra isolados clinicos de C. albicans, C. Tropicalis e C. glabrata, tanto em
formas planctonicas ¢ em biofilme. As suspensdes de Candida foram tratadas com trés
concentracdes Cur e expostas a quatro dose de luz (5,28, 18, 25,5 ¢ 37,5 J/em?). O protocolo
que apresentou os melhores resultados para a inativagdo da fase planctonica foi selecionado
para ser avaliado contra biofilmes de Candida. A atividade metabdlica de biofilmes foram
avaliadas por meio de ensaio de reducdo de XTT e a biomassa de biofilme foi avaliada usando
cristal violeta. O uso de Cur em associacdo com a luz foi capaz de promover um efeito
significativo antifingico contra as formas planctonicas das leveduras. Quando se utiliza 40
uM de Cur, a atividade metabolica de C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis em biofilmes foi
reduzido em 85%, 85% e 73%, respectivamente, a 18 Jem®. A aPDT mediada pela Cur,
também diminuiu a biomassa biofilme de todas as espécies estudadas. Com os resultados
estudo, concluiram que baixas concentragcdes de Cur podem ser altamente eficazes para

inativar isolados de Candida spp. quando associada com excitagdo de luz.

. . 18 . .~
Ainda no mesmo ano, Dovigo et al. ” avaliaram a associacdo da Cur com a

iluminagdo com LED para a inativacdo de Candida albicans. As suspensdes de Candida
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foram tratadas com nove diferentes concentragdes de Cur e exposta ao LED com diferentes
doses de luz. O protocolo que apresentou os melhores resultados para a inativacdo da Candida
foi selecionado para avaliar o efeito do tempo de pré-irradiagdo (TPI), a eficicia da absor¢do
de Cur por células de C. albicans e o possivel envolvimento do oxigénio singlete. A aPDT
mediada pela Cur também foi avaliada em biofilmes. Foi analisado também, uma linhagem
celular de macrofagos e o efeito foi testado pelo ensaio Methyltetrazolium (MTT) e analise
por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). As propriedades oOpticas da Cur foi
investigado em funcdo da dose de luz. Quando comparado com o grupo controle, uma
redugdo estatisticamente significativa foi observado na viabilidade de C. albicans apds a
aPDT (P <0,05), para as culturas planctonicas e de biofilme. O efeito fotodindmico foi maior
com a presenca de Cur e o TPI de 20 min, melhorando a eficacia de aPDT contra biofilmes.
Concluiram que, embora, a aPDT tenha sido fototoxico para os macrofagos, a terapia era mais
eficaz na inativacdo da célula de levedura do que o das células de defesa. As mudancas

espectrais mostraram uma alta taxa de fotodegradacao de Cur.

Em 2012, Vera et al.*’ realizaram uma revisdo de literatura sobre as aplicacdes
e estratégias de otimizagdo da terapia fotodinamica. Segundo os autores as terapias
convencionais antimicrobianas tornaram-se cada vez mais ineficazes, devido ao surgimento
de resisténcia dos micro-organismos patogénicos. A necessidade de superar essas deficiéncias
provocou a exploragao de tratamentos alternativos e abordagens ndo convencionais para o
controle de infecgdes microbianas. A terapia fotodindmica foi originalmente criada como uma
modalidade antitumoral. O conceito de inativacao fotodinamica exige a exposi¢do das células
com uma fonte de iluminagdo, com comprimento de onda adequado para a excitacdo das
moléculas do fotossensibilizador, o que resulta numa cascata de reagdes e consequente
formacao de espécies reativas de oxigénio (EROS). As EROS sao radicais livres que podem
interagir com as estruturas celulares, podendo assim causar danos a menbranas e morte
celular. Assim, com os avangos na compreensao da fisiologia microbiana, a aPDT destaca-se

como um método alternativo e promissor para o controle de infeccdes.

No mesmo ano, Correa et al.' realizaram um estudo com o intuito de investigar
as propriedade da Photodithazine®. A PDZ ¢ um clorina soliivel em 4gua e tem uma absor¢io
intensa na faixa de 650 a 680 nm. Nesse estudo, utilizou-se para a iluminacao fonte de luz do
tipo Laser e realizado em dois comprimentos de onda (514 e 630 nm). Foi determinado assim

a tempo de iluminagdo para a fotodegradagao do fotosssenbilizador e formagao de sub
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produtos. Para o menor comprimento de onda estabeleceu-se que a fotodegradacao ocorreu
com 50 min de iluminagdo, para o maior comprimento a fotodegradagdo ocorreu com 18 min.
Esses resultados sugerem que a fotodegradagdo apos a irradiagdo com luz vermelha ¢ um
processo mais rapido quando comparado com a luz verde. Foi investigado também a
citotoxicidade da PDZ fotodegradada, demonstrarando-se menor em auséncia de iluminagao e
maior que a PDZ ndo irradiada. Dessa forma, com base nos resultados obtidos os autores
sugerem que a PDZ possui propriedades superiores a de outros fotossensibilizadores como o
Photogem e Foscan®, o que permite de acordo com os resultados possivel aplicacio clinica

mais eficiente.

Ainda no ano de 2012, Schastak et al.”® observando um promissor meio de
inativar bactérias utilizando um fotossensibilizador associado a iluminacdo, realizou um
estudo com objetivo de avaliar a agdo fotodindmica sobre culturas planctonicas de MSSA,
MRSA, E. coli e P. aeruginosa. A aPDT foi mediada pelo PS tetrahydroporphyrin-
tetratosylat (porfirina — THPTS: 1 uM, 10 uM e 100 uM) em diferentes tempos de incubagio
(30, 90 e 180 min). Os autores relatam que uma incubagdo com THPTS 100 uM associado a
iluminagdo, produziu uma reducdo de 6 Log;o na contagem de colonias em todas as bactérias.
Assim, indicando que o farmaco THPTS tem um alto grau de inativagdo fotodindmica. Os
autores concluiram que o THPTS foi promissor na melhoraria da eficdcia da terapia
fotodinamica contra bactérias resistentes. Portanto, os resultados in vitro obtidos indicam o
sucesso dessa terapia, os autores sugerem que modelos de estudos in vivo devem ser

desenvolvidos para comprovar essa modalidade terapé€utica.

Em 2013, Ribeiro et al.’® realizou um estudo para investigar o efeito
fotodinamico de diferentes concentracdes de Cur e doses de luz LED na inativagdao de
suspensoes planctonicas de cepa padrdo de MSSA e MRSA por meio de contagem de
colonias (UFC/mL). Além disso, avaliaram a citotoxicidade dos parametros antimicrobianos
dessa terapia em cultura celular de fibroblastos (L929) por meio da analise do metabolismo
celular, utilizando para isto o teste de MTT e da morfologia celular utilizando a MEV. As
suspensdes de MSSA foram tratadas em concetragdes de 0,1 a 20 pL de Cur; as supensoes
planctonicas de MRSA fora tratadas com 5, 10 e 20 pL. Entdo, as supensdes foram
iluminadas por LED. Foram obtidas dilui¢des seriadas a partir de cada amostra, realizou-se
plaqueamento e apos 48 h contagem das colonias (UFC/mL). Para os fibroblastos, a

viabilidade celular apos a terapia fotodinamica foi avaliada utilizando o ensaio de MTT e
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alteragdes morfologicas foram avaliadas por MEV. As concentragdes da Cur que variam de
0,1 220,0 uM em combina¢ao com as doses de luz testadas provocaram inativagdo do MSSA.
No entanto, apenas a concentragdo de 20 uM combinado com a maior dose de luz resultou em
morte do MRSA. Essa combinagdo também promoveu uma reducdo de 80% no metabolismo
celular dos fibroblastos e alteracdes morfoldgicas estavam presentes, indicando que a
membrana da célula era o alvo principal fototerapia. A combina¢do de Cur com luz LED
causou inativacdo de ambas cepas de S. aureus e podem representar uma alternativa de
tratamento para erradicar a MRSA, responsdvel pela morbidade e mortalidade

significativamente maior e os custos de saide aumentados em institui¢des e hospitais.
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3 PROPOSICAO

Com base nas informacdes obtidas da literatura, o presente estudo teve como
objetivo avaliar in vitro a eficicia da Terapia Fotodindmica Antimicrobiana na inativacao de
biofilme de MSSA (ATCC 25923) e MRSA (ATCC 33591). A aplicagdo da aPDT foi
mediada pelos fotossensibilizadores Curcumina (Cur — 20 pM, 40 puM e 80 uM) e
Photodithazine™ (PDZ — 50 mg/L e 75 mg/L), iluminados por fonte de luz do tipo LED (~ 455
nm e ~ 660 nm, respectivamente) e com dose de luz para Cur de 5,28 J/cm® e para a PDZ

5,28 J/em? e 50 J/em?.
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4 MATERIAL E METODO

Para as fases experimentais desta pesquisa foram utilizados os seguintes

materiais de consumo, instrumentos € equipamentos:

4.1 Materiais de Consumo

1. Cultura de Staphylococcus aureus proveniente da empresa American Type Culture
Collection (ATCC number - 25923), Manassas, VA, EUA.
2. Cultura de Staphylococcus aureus methicillin-resistant (MRSA) proveniente da
empresa American Type Culture Collection (ATCC number - 33591), Manassas, VA,
EUA.
3. Agua destilada.
4. Meio de cultura RPMI 1640, produzido pelo Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri,
EUA; Lote n° 127K83042.
5. Meio de cultura Mannitol Salt Agar, produzido por Acumedia Manufactures Inc.,
Baltimore, Maryland, EUA. Cod 7143A. Lote n° 0007-101.
6. Curcumina/Curcumin, pureza > 95%, marca Fluka, produzida por Sigma-Aldrich,
Saint Louis, Missouri, USA; Lote n° 31908326.
7. Fotossensibilizador Photodithazine®, (Riissia — Moscou).
8. Dimethyl Sulfoxide (DMSO), pureza > 99,9%, produzido por Sigma-Aldrich, Saint
Louis, Missouri, USA; Lote n° 02944DE.
9. Cloreto de Sodio (P.A.-A.C.S.), produzido pela Qhemis, Cotia, S0 Paulo, Brasil; Lote
n° Q0021.
10. Cloreto de Potassio (P.A.-A.C.S.), produzido pela Dindmica Quimica Contemporanea
Ltda., Diadema, S3o Paulo, Brasil; Lote n® 32811.
11. Fosfato de Soédio Bibasico Anidro, produzido pelo laboratério Synth, Diadema, Sao
Paulo, Brasil; Lote n° 127403.
12. Fosfato de Potassio Mono. P.A.-A.C.S., produzido pela Dindmica Quimica

Contemporanea Ltda., Diadema, Sdo Paulo, Brasil; Lote n® 31963.
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13. D-glicose Anidra (Dextrose) P.A.-A.C.S., produzida pelo laboratorio Synth, Diadema,
Sdo Paulo, Brasil; Lote n® 126228.

14. Acetona P.A.-A.C.S., produzida pelo laboratério Qhemis, Cotia, Sdo Paulo, Brasil;
Lote n® 32915.

15. Menadiona, produzida por Sigma Co., St. Louis, MO, EUA; Lote n° 065K 0230.

16. Pontas descartaveis para micropipeta, fabricadas pela Axygen Scientific, Union City,
California, EUA.

17. Microtubos tipo Eppendorfs Graduado, produzido por Homo Polymer-Boie Proof.

18. Sal de Tetrazdlium (XTT), produzido pela Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri,
EUA; Lote n° 128K 1275.

19. Placa de orificios TPP® com 24 cavidades de fundo chato estéril, embaladas
individualmente, fabricadas pela TPP, Trasadingen, Suica.

20. Placa de orificios TPP® com 96 cavidades de fundo chato estéril, embaladas
individualmente, fabricadas pela TPP, Trasadingen, Suica.

21. Tubos tipo Falcon de 50 mL, fundo conico estéril, produzidos pela TPP, Trasadingen,
Suica.

22. Frasco coletor universal transliicido estéril 80mL;

23. Placas de Petri 90 X 15 mm descartaveis, estéreis, fabricadas pelo J Prolab Industria e

Comércio de Produtos para Laboratério Ltda., Sdo José dos Pinhais, Parana, Brasil.

4.2 Instrumentos

1. Sistema de filtragdo a vacuo com poros de 0,22 um, estéril e embalado
individualmente, 500 mL, fabricado pela TPP.
2. Tubos de ensaio 100 X 10 mm, fabricados por Pyrex
. Béquer graduado, fabricado pela Vidrolabor

. Erlenmeyer graduado, fabricado pela Vidrolabor

. Micropipeta de 100-1000 pL, fabricada pela Boeco, Alemanha

3
4
5. Micropipeta de 20-200 pL, fabricada pela Boeco, Alemanha
6
7. Micropipeta de 1-10 mL, fabricada pela Boeco, Alemanha

8

. Micropipeta de 1-5 mL, fabricada pela Boeco, Alemanha
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9. Micropipeta Multicanal HTL Discovery Comfort, 12 Canais, 50-300 pL, fabricada
pela HTL, Warsaw, Polonia.
10. Bico de Bunsen, fabricado por J.Prolab Industria e Comércio de Produtos para
Laboratoério Ltda., Sdo José dos Pinhais, Parana, Brasil.
11. Alga para inoculagdo de micro-organismos, fabricadas pela Lab Plast, Osasco, Sao
Paulo, Brasil.

12. Alga de Drigalsky, fabricada pela Vidrolabor

4.3 Equipamentos

1. Balanga de precisdo, fabricada por Gehaka — Industria e Comércio Eletro Eletronica
Gehaka Limitada, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil Modelo: BG 400 No 016450

2. Centrifuga, fabricada por Eppendorf AG, Hamburg, Germania. Modelo: 5810R;

3. Centrifuga Revan, fabricada por Revan do Brasil Modelo: Ciclo CI

4. Contador de colonias CP 600 Plus, fabricado pela Phoenix Industria ¢ Comércio de
Equipamentos Cientificos Limitada, Araraquara, Sdo Paulo, Brasil Modelo: CP-600 Nr-série:
919

5. Autoclave vertical, fabricada pela Phoenix Industria e Comércio de Equipamentos
Cientificos Limitada, Araraquara, Sao Paulo, Brasil Modelo : AV 60 No 6614

6. Estufa para secagem e esterilizagdo, fabricada por Marconi Equipamentos
Laboratoriais Limitada, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil Modelo: MA 033 Série: 9819

7. Espectrofotometro — Biospectro, produzido por Equipar Ltda, Curitiba, PR, Brasil.

Modelo: SP-220;

8. Agitador de tubos, fabricado por Phoenix Industria e Comércio de Equipamentos
Cientificos Limitada, Araraquara, Sao Paulo, Brasil Modelo: AP 56 Série: 9803

9. Estufa bacteriologica, produzida por Marconi Equipamentos Laboratoriais Limitada,
Piracicaba, Sao Paulo, Brasil Modelo — MA 0324 Série — 9819011

10. Incubadora de bancada shaker, fabricada por Quimis Aparelhos Cientificos Ltda,
Diadema, SP, Brasil. Modelo: Q816M20;

11. Mesa difusora de ilumina¢dao com LEDs azuis (455 nm) desenvolvido no Instituto de

Fisica da Universidade de Sao Paulo, campus de Sao Carlos (IFSC), denominada “Bio Table”.
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12. Mesa difusora de iluminacdo com LEDs vermelhos (660 nm) desenvolvido no
Institudo de Fisica da Universidade de Sao Paulo, campus de SaoCarlos (IFSC), denominada

“Dual Table".

4.4 Preparo de solugbes e meios de cultura

O meio de cultura RPMI (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA; Lote n°
127K83042) foi preparado para a inoculagdo dos micro-organismos € para a contaminagao
dos orificios da placa de cultura'®*°. O meio de cultura RPMI foi proporcionado, manipulado
e esterilizado segundo as recomendacdes do fabricante. Esse meio de cultura constitui-se de
um caldo nutriente que propicia o crescimento de varios tipos de micro-organismos, incluindo
a espécie testada neste estudo. Para o preparo do meio, foi utilizada uma propor¢ao de 111 g
de p6 para 1 L de agua destilada. O meio de cultura, tubos Falcon, béqueres e demais
instrumentos de auxilio foram entdo esterilizados em autoclave vertical a 121 °C por 20 min.
Apos esse procedimento, eles foram resfriados, lentamente, até atingirem a temperatura
ambiente, e armazenados em refrigerador a 5 °C até a sua utilizacdo nos procedimentos
experimentais.

As solugdes salinas utilizadas nos experimentos foram preparadas pela diluigao
completa de 8,5 g de cloreto de s6dio em 1 L de dgua destilada. Apods a dissolugdo, foi
realizado a esterilizagdo em autoclave vertical a 121 °C por 20 min e resfriados lentamente até
atingirem a temperatura ambiente. Finalmente, foram armazenados em refrigerador a 5 °C até
a utilizag@o nos procedimentos experimentais.

O meio de cultura selecionado para a semeadura das placas de Petri ¢ o
Mannitol Salt Agar (Mannitol Salt Agar, produzido por Acumedia Manufactures Inc.,
Baltimore, Maryland, EUA. Cod 7143A. Lote n° 0007—101)16’ 3 Esse meio de cultura foi
proporcionado, manipulado e esterilizado segundo as recomendagdes do fabricante. Para o
preparo do meio, foi utilizada uma propor¢do de 111 g de pd para 1 L de agua destilada. Apos
0 seu preparo, a solugao resultante foi dispensada em erlenmeyer devidamente identificados,
datados e tampados com papel aluminio. Em seguida, foi levado a autoclave vertical para
esterilizagdo a 121 °C por 20 min. O meio de cultura, ainda na fase liquida, foi vertido em
placas de Petri descartaveis. As placas de Petri foram, individualmente, fechadas e mantidas
na camara de fluxo laminar até a solidificacdo do meio de cultura, sendo, entdo, devidamente

identificadas, datadas e incubadas em estufa bacteriologica a 37 °C por 24 h. Estes
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procedimentos foram realizados com o objetivo de verificar a esterilizacao das placas de Petri
e do meio de cultura. Apds a incubagdo, foram descartadas deste estudo todas as placas que
apresentarem quaisquer indicios de crescimento microbiano. A seguir, a parte inferior de cada
placa de Petri foi externamente dividida em quadrantes com o auxilio de caneta retroprojetor,
facilitando, posteriormente, os procedimentos de semeadura dos micro-organismos (dilui¢ao
seriada por quadrante) (Figura 1). Finalmente, as placas de Petri foram armazenadas em
refrigerador a 5 °C para serem utilizadas nos procedimentos de semeadura dos micro-

organismos.

Figura 1 — Placa de Petri com meio de cultura Mannitol Salt Agar e divisao externa em

quadrantes. Araraquara, 2013.

Para a lavagem dos orificios da placa de cultura, foi utilizado a solugdo salina
divisora de fosfato — PBS (NaCl 100 mM, NaH2PO4 100 mM, pH 7,2)57. Para a sua
obtencdo, foram preparadas duas solucdes (A e B). Para o preparo da solugdo A, foi utilizada
uma propor¢ao de 4 g de NaCl, 0,12 g de KH,PO4, 0,1g de KCI para 250 mL de agua
destilada. Para o preparo da solu¢dao B, uma proporcao de 0,72 g de Na,HPO,4 para 250 mL de
agua destilada foi utilizada. A seguir, as solu¢des foram esterilizadas no interior de béqueres
em autoclave vertical a 121 °C por 20 min e resfriadas, lentamente, até atingirem a
temperatura ambiente. Apds o resfriamento, as solu¢des foram misturadas em um béquer de
600 mL, o qual foi coberto com papel aluminio, identificado e datado.

Para a realizacdo dos ensaios de reducdo de 2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-
sulfophenyl)-5-[(phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide (XTT) nos orificios da
placa de cultura, foram utilizadas solu¢do de PBS 200 mM, solu¢do de XTT e solucdo de
menadiona®’. Para o preparo da solugdo de PBS 200 mM, as solucdes A e B foram obtidas
como descrito anteriormente. Apds sua esterilizacdo, 18 g de glicose foram adicionados a

solucdo A, que foi filtrada a vacuo e misturada a solu¢do B em um béquer de 600 mL. A
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seguir, esse béquer foi também coberto com papel aluminio, identificado e datado. A solugao
de XTT foi preparada por meio da mistura de agua ultra pura com p6 de XTT a uma
concentragdo de 1 mg/mL. Essa mistura foi filtrada a vacuo e dispensada em tubo Falcon de
20 mL, o qual foi mantido a - 70 °C até o momento da realizagdo do experimento. A solucao
de menadiona foi preparada pela mistura de 0,007 g de p6 de menadiona em 1 mL de acetona
a 0,4 mM. A solucdo resultante foi vertida em tubo eppendorf e submetida a um procedimento
de diluigdo seriada até 107, Esta solugio foi preparada imediatamente antes de cada

experimento e foi utilizada a diluigo seriada de 107

4.5 Preparo dos micro-organismos

Os micro-organismos selecionados para a realizagdao deste experimento MSSA
(ATCC 25923) ¢ MRSA (ATCC 33591) foram obtidos junto a American Type Culture
Colection e foram congelados a -70 °C em RPMI e estocado até o momento de sua utilizagdo.
Previamente a contaminacao dos orificios da placa de cultura, o micro-organismo foi semeado
em placas de Petri sobre o meio de cultura Mannitol Salt Agar ¢ incubado a 37 °C por 48 h. A
seguir, uma al¢ada do micro-organismo foi transferida para um tubo Falcon contendo 10 mL
meio de cultura RPMI e incubada a 37 °C durante 16 h (periodo denominado overnight)'®

Para o preparo da suspensao de contaminacao dos orificios das placas, os tubos
Falcon foram centrifugados a 5000 rpm por 5 min e as células sedimentadas foram lavadas
duas vezes com solugdo PBS estéril por meio de agitacdo e centrifugacdo. As células lavadas
foram ressuspendidas em 10 mL de RPMI estéril e a densidade oOptica da suspensdo foi

determinada e padronizada em uma concentra¢io aproximada de 10’ UFC/mL™, utilizando-se

espectrofotometro com comprimento de onda de 600 nm.

4.6 Procedimentos de formagao de biofilme

Para o desenvolvimento de biofilme nas placas de cultura, a contaminagao foi
realizada em placas pré-estéreis de 96 orificios. Uma aliquota de 50 pL da suspensdo celular
(10" UFC/mL) e 50 pL do meio de cultura RPMI foi transferida para cada orificio™, em
seguida a placa de cultura foi incubada a 37 °C sob agitacdo (75 rpm) por 90 min — fase de
adesdo. Apos o periodo de adesdo, as amostras foram lavadas cuidadosamente duas vezes com

100 uL solucao PBS estéril. Essa lavagem foi realizada duas vezes com a fungao de remover
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as células nao aderidas, tamponar o meio e remover os metabolitos. Em seguida, 150 pL de
RPMI estéril foram adicionados em cada orificio. As placas foram mantidas a 37 °C sob
agitacdo durante 24h. Decorrido esse periodo, foram retirados dos orificios da placa de cultura
75 uL e foi entdo adicionados 75 pL. de RPMI novo, em seguida, as placas foram mantidas a
37 °C sob agitagao durante mais 24 h, completando o periodo de 48 h de incubacao (fase de

maturagao).

4.7 Grupos de estudos

Foram formados biofilmes de MSSA e MRSA com a finalidade de se avaliar a
eficacia da aPDT na inativagdo desses micro-organismos. Os experimentos para cada grupo
foram realizados em trés ocasides distintas. Para a aplicagdo da Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana foi utilizado dois fotossensibilizadores e duas doses de luz: Curcumina (Cur:
20 uM, 40 pM e 80 pM — ~5,28 J/cm?) e Photodithazine®™ (PDZ: 50 mg/L e 75 mg/L — 5,28
J/em? e 50 J/cm?). Os grupos de estudos obtidos estao apresentados na Tabela 1. Os grupos
sdo descritos de acordo com algumas siglas, onde a sigla CP indica os grupos Controle
Positivo (auséncia de PS e iluminagdo), a sigla CL indica os grupos Controle Luz (auséncia de
PS com iluminacao), a sigla R quando presente indica a presenca do micro-organismo
resistente (MRSA) e o simbolo * (asterisco) indica os grupos iluminados com a maior dose de

luz (50 J/cm?).

Tabela 1 — Grupos experimentais segundo o fotossensibilizador utilizado, concentragdo do
fotossensibilizador, micro-organismo, comprimento de onda do LED e Dose de luz.

Araraquara, 2013.

Grupo Fossensibilizador  Dose de Micro-  Comprimento
e Concentracdo luz (J/cm?) organismo de onda (nm)

CP Cur - 0 MSSA -

Cur 20 Cur 20 pM 0 MSSA -

Cur 40 Cur 40 uM 0 MSSA -

Cur 80 Cur 80 uM 0 MSSA -

CL Cur - 5,28 MSSA ~455



aPDT Cur20
aPDT Cur 40
aPDT Cur 80
CP Cur R
Cur20R
Cur 40 R
Cur 80 R
CL CurR
aPDT Cur20 R
aPDT Cur 40 R
aPDT Cur 80 R
CP PDZ
PDZ 50
PDZ 75
CL PDZ
aPDT PDZ 50
aPDT PDZ 75
CP PDZ*
aPDT PDZ 50*
aPDT PDZ 75*
CP PDZR
PDZ 50 R
PDZ 75 R
CLPDZR
aPDT PDZ 50 R
aPDT PDZ 75 R
CL PDZ R*
aPDT PDZ 50 R*

aPDT PDZ 75 R*

Cur 20 pM
Cur 40 uM
Cur 80 uM
Cur 20 pM
Cur 40 uM
Cur 80 pM
Cur 20 pM
Cur 40 pM
Cur 80 uM
PDZ 50 mg/L
PDZ 75 mg/L
PDZ 50 mg/L
PDZ 75 mg/L
PDZ 50 mg/L
PDZ 75 mg/L
PDZ 50 mg/L
PDZ 75 mg/L
PDZ 50 mg/L
PDZ 75 mg/L
PDZ 50 mg/L

PDZ 75 mg/L

5,28
5,28
5,28

5,28
5,28
5,28

5,28

5,28

5,28

5,28
50
50
50

5,28

5,28

5,28
50
50
50

MSSA
MSSA
MSSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA

MRSA

~ 455
~455

~ 455

~ 455
~455
~455

~455

~ 660
~ 660
~ 660
~ 660
~ 660
~ 660

~ 660
~ 660
~ 660
~ 660
~ 660

~ 660
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4.8 Fonte de luz

Cada PS possui absorcdo de luz maxima em comprimentos de onda
especificos, assim foram utilizados dois aparelhos de iluminagdo. Para iluminagao da Cur foi
utilizado o aparelho “ Bio Table” (LEDs azuis) com comprimento de onda de 455 nm e para a
PDZ foi utilizado o aparelho “ Dual Table” (LEDs vermelhos) com comprimento de onda de
660 nm. O conhecimento da poténcia de saida do aparelho utilizado ¢ um fator importante a
ser considerado, pois este valor, juntamente com o tempo de iluminagdo, determina a
quantidade de energia aplicada na amostra irradiada. Essa quantidade de energia ¢
denominada dose de luz ou fluéncia, ¢ ¢ expressa pela energia por area (J/cm?). A formula

empregada para o calculo da dose ¢ a seguinte:
Dose (J/cm?) = Poténcia (W/cm?) . Tempo (s)

Os aparelhos de LED utilizados neste estudo foram idealizados e
desenvolvidos no Instituto de Fisica de Sdo Carlos (IFSC), da Universidade de Sao Paulo
(USP). Sendo a poténcia do aparelho “Bio Table” 22,0 mW/cm? ¢ “Dual Table” 71,7
mW/cm? (Figura 2 — A e B, respectivamente). Nesse estudo a dose de luz utilizada para todos
os grupos experimentais com o PS Cur foi de 5,28 J/cm® e para o PS PDZ 5,28 J/cm? ¢ 50
J/em?. Dessa forma, o tempo de iluminagao calculado para a Cur foi de 4 min e para a PDZ 75

s e 12 min (APENDICE 2).

Figura 2 — Na figura A, o aparelho “ Bio Table” com LEDs azuis; Na figura B, o aparelho

“Dual Table” com LEDs vermelhos. Araraquara, 2013.
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4.9 Aplicacdo da Terapia Fotodinamica Antimicrobiana

Ap6s o periodo de incubagdo de 48 h os biofilmes formados foram lavados
duas vezes com PBS (150 pL) e foram submetidos aos tratamentos descritos na Tabela 1.

Nos grupos experimentais que foram fotossenssibilizados pela Cur, foram
pipetados 200 uL do PS, ajustado nas concentragdes de 20 uM, 40 uM e 80 uM (APENDICE
1). Essas placas foram envolvidas por papel aluminio, permanecendo nesta condi¢do durante
20 min (tempo de pré-irradiagdo) e, em seguida, cada placa foi iluminada com o aparelho
“Bio Table” (~455 nm) a 5,28 J/ecm’, por 4 min (APENDICE 2). Para os grupos
experimentais que foram fotossenssibilizados pelo PDZ, foram tratados com 200 pL do PS,
ajustado nas concentragdes de 50 mg/L e 75 mg/L (APENDICE 1), a seguir, as placas
contendo esses grupos experimentais foram envolvidas por papel aluminio, permanecendo
nesta condi¢do durante 20 min (tempo de pré-irradiacdo) e, em seguida, cada placa foi
iluminada com o aparelho “ Dual Table” (~660 nm) e de acordo com o grupo com a dose de
luz de 5,28 J/cm” ou 50 J/cm? , durante 75 s e 12 min, respectivamente (APENDICE 2).

Nos grupos experimentais com o PS em diferentes concentracdes (Cur ou
PDZ), porém com em auséncia de iluminacdo, esses foram tratados com 200 uL do PS
correspondente. Apos o periodo foram submetidos aos demais procedimentos experimentais
de acordo com o grupo.

Nos grupos experimentais com auséncia dos PS, receberam somente 200 pL de
solu¢do salina, a iluminagdo esteve presente ou ausente, de acordo com grupo, € apds esse
periodo foram submetidos aos demais procedimentos experimentais de acordo com o seu
grupo.

Posteriormente a aplicagdo da aPDT, a viabilidade dos micro-organismos nos
biofilmes foi avaliada por meio da contagem de colonias (UFC/mL) e pelo Ensaio de XTT

(atividade metabolica).
4.10 Ensaiode XTT
Apds os procedimentos experimentais, os biofilmes foram submetidos a

avaliag¢do da viabilidade celular por meio do ensaio de redugdo de 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-

5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide (XTT). O Ensaio de
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XTT se baseia na reducao do sal de tetrazolium pelo sistema de transporte de elétrons ativos
em bactérias”'.

Portanto, ap6s a realizagdo das condigdes experimentais e controle, as solugdes
de fotossensibilizadores e/ou solucao salina, presentes nos pogos associadas aos biofilmes,
foram removidas e substituidas por 200 pL da solugdo final de XTT. Em seguida, as placas
foram incubadas a 37°C por 3 h*®. Apés esse periodo, uma aliquota de 100 uL do produto da
degradag¢do do XTT de cada amostra foi transferida a outra placa de 96 orificios (Figura 3).
Adicionalmente, uma aliquota de 100 uL do XTT néo reagido foi utilizada como “Blank”. O
resultado desta reagdo quimica, a absorbancia, foi medido através das mudangas
colorimétricas da solucdo de XTT, utilizando-se o espectrofotometro (Elisa) com filtro 492

nm.

Figura 3 — Placa de 96 orificios para leitura em espectrofotometro, apos 3 h de contato com a

solucao de XTT. Araraquara, 2013.

4.11 Contagem de col6nias (UFC/mL)

Apo6s os procedimentos experimentais, os biofilmes foram desarranjados com
friccdo para completo desprendimento do biofilme do orificio da placa e uma aliquota de 100

uL foi transferido para o eppendorf, realizando-se a dilui¢do seriada até 10° (F igura 4).
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Figura 4 — Eppendorfs com 900 pL solucdo salina, em que foi realizado a dilui¢do seriada de
10" a 10, Araraquara, 2013.

O plaqueamento das amostras foi realizado em duplicata para uma melhor
caracterizacdo do valor obtido. Apds a incubagao das placas de Petri a 37°C por 48 h, foi
realizado o célculo do nimero de micro-organismos vidveis, em valores de UFC/mL, obtidos
nas amostras experimentais e controles. Para o célculo desses valores, as colonias vidveis
presentes nas placas de Petri de cada duplicata foram contadas com o contador de coldnias

digital (Figura 5).

Figura 5 — Plaqueamento em duplicata, apds 48 h, foi realizado a contagem das coldnias
(UFC/mL). Araraquara, 2013.

A contagem do numero de coldnias foi realizada em uma das dilui¢Ges
semeadas (107, 10™, 107 ¢ 10), cujos valores situavam-se entre 30 e 300 colonias. Apods a
contagem, foi obtida a média entre as duplicatas de cada amostra € o nimero de unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL) foi calculado. Para o calculo de UFC/mL, foi

utilizada a férmula a seguir:
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UFC/mL = ntmero de coldnias X 10"

q

Nessa formula, “n” equivale ao valor absoluto da dilui¢do (3, 4, 5 ou 6), e “q”
equivale a quantidade, em mL, pipetada para cada diluicdo quando nas semeaduras das placas.
No presente estudo, q = 0,025 ja que foram pipetados 25 pL para cada diluigdo. Os valores de
UFC/mL obtidos foram deixados em notac¢ao cientifica. Os valores de UFC/mL obtidos foram
extremamente elevados, entdo foram transformadas em logaritmo na base 10 (Logjo) para
uma melhor compreensao dos resultados e também para possibilitar a andlise pretendida neste

trabalho.
4.12. Microscopia Confocal de Varredura a Laser

Para a realizagdo da Microscopia Confocal de Varredura a Laser (MCVL),
foram desenvolvidos corpos-de-prova a partir de placas de 24 orificios pré-estéreis TPP®
confeccionada em poliestireno. Os corpos foram confeccionados com auxilio de fresa
cilindrica acoplada a motor de alta rotagdo, em seguida receberam polimento nas laterais e
lavagem em agua destilada estéril. Foi obtido assim corpos-de-prova arredondados e
transparentes de 8 mm de didmetro. Para realizacdo da nova esterilizagdo, utilizou-se a
iluminagao por luz UV por 20 min de cada lado, seguido por irradiacdo em micro-ondas por 3
min na poténcia 650 W. Entdo, realizou-se a formagdo dos biofilmes de MSSA e MRSA
sobre os corpos-de-prova estéreis em placas de 24 orificios. Apos 48 h realizou-se de acordo
com o grupo os procedimentos experimentais da aPDT. Foi aplicado sobre os biofilmes o kit
de corante de viabilidade bacteriana LIVE/DEAD BacLigh™ (L-7012, Invitrogen, CA,
USA). Esse kit trata-se de um ensaio de fluorescéncia baseado na mistura do SYTO 9 e do
Iodeto de Propideo (IP). O primeiro corante ¢ um 4acido nucleico de fluorescéncia verde,
corando as células vidveis das bactérias, enquanto que o IP é um acido nucleico de cor
vermelha fluorescente que marca as calulas bacterianas que ndo estdo viaveis, ou seja, oS
micro-organismos em que as membranas foram danificadas™. A mistura de ambos corantes
foi adicionado a cada bilfilmes bacteriano e mantido incubado por 15 min. Entdo, eles foram
colocadoes em laminulas e examinados pelo microscopio confocal Leica TCS SPE (Leica
Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany). Cortes seriados de biofilmes no plano xy foram

obtidos em intervalos del uM ao longo do eixo z, e verificado pelo modo de transmissao. A



55

excitacdo/emissao maxima foi entre 480 nm e 500 nm para o SYTO 9 e entre 490 nm e 635

nm para o IP, permitindo assim o exame dos biofilme corados.

4.13 Tratamento estatistico

Os resultados obtidos foram tabulados (APENDICE 3) e foram submetidos a teste
de normalidade, apresentando como resultado uma distribui¢do normal. Assim, foram
realizadas andlises de variancia (ANOVA) de dois fatores de efeitos fixos (iluminacao
(auséncia ou presenga) e concentracdo do fotossensibilizador). Estas analises foram

complementadas por compara¢des multiplas de médias pelo teste de Tukey (p < 0,05).



Resultado

N
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5 RESULTADO

A avaliagdo estatistica da eficacia da Terapia Fotodindmica Antimicrobiana na
inativacao de biofilmes de MSSA e MRSA, por meio da contagens de colonias (UFC/mL) e
pela absorbancia do ensaio de XTT, foi efetuada por andlises de variancia (ANOVA) de dois
fatores de efeitos fixos. Essas andlises foram complementadas por comparagdes multiplas de
médias pelo teste de Tukey. Previamente as analises, as contagens de colonias foram
transformadas em logaritmos decimais (Logjo) para viabilizar as analises de variancia.

Adotou-se o nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

5.1 Fotossensibilizador Curcumina

Na Tabela 2 sdo mostrados as médias e desvios padrdo de absorbancias
resultantes do método XTT, aplicado para a avaliagdo de inativacdo de biofilmes dos micro-
organismos MSSA e MRSA, para diferentes concentragdes do fotossensibilizador Curcumina
(0, 20, 40 e 80 pM), na auséncia ou presenga de iluminagao.

A ANOVA apontou efeito significativo da intera¢do entre iluminagdo e
concentragdo de Cur (p < 0,001), tanto para 0 MSSA como para o0 MRSA. O teste Tukey foi
aplicado para a comparagdo de médias dessa interacao com o resultado resumido na Tabela 2.
Para ambos micro-organismos, na auséncia de ilumina¢do as médias de absorbéancia
diminuiram significativamente conforme as concentragdes de Cur aumentaram. Entretanto,
quando a iluminagdo esteve presente, a redu¢do foi maior na maior concentragdo do PS,

chegando proximo a 94% para o MSSA e de 89% para o MRSA.
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Tabela 2 — Médias e desvios padrao (DP) de absorbancias do método XTT na avaliagdo de
inativacao de biofilme de MSSA e MRSA. Araraquara, 2013.

Grupo MSSA MRSA

Média  DP Média  DP
CNCur 1,236 0,105 © 1,409 0,056 "
Cur 20 1,102 0,066 * 1,195 0,091 "
Cur 40 1,025 0,114 ¢ 1,098 0,101 ©
Cur 80 0,622 0,078 © 0,728 0,102 °
CL Cur 1,167 0,080 < 1,303 0,126 ©
aPDT Cur20 0,173 0,021 ° 0,478 0,097 ©
aPDT Cur40 0,112 0,009 ® 0,335 0,062 °
aPDT Cur 80 0,070 0,016 * 0,150 0,018 *

Meé¢dias para cada micro-organismo com letras iguais ndo sdo significativamente diferentes pelo teste de
Tukey (p>0,05).

Nas Figuras 6 e 7 estdo representadas graficamente as médias amostrais de
absorbancias, juntamente com intervalos de confianca de 95% para as médias populacionais.

Esses intervalos permitem quantificar as diferencas observadas entre as médias.

Figura 6 — Médias amostrais (colunas) de absorbancias do método XTT e intervalos de
confiangca de 95% para as médias populacionais, na avaliagdo de inativagdo de
biofilme de MSSA, de acordo com a presenca ou auséncia de iluminacdo e das
concentragdes de Cur. Araraquara, 2013.
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Figura 7 — Médias amostrais (colunas) de absorbancias do método XTT e intervalos de
confiangca de 95% para as médias populacionais, na avaliagdo de inativagdo de
biofilme de MRSA, de acordo com a presenga ou auséncia de iluminacdo e das
concentragoes de Cur. Araraquara, 2013.
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Na Tabela 3 sdo dadas médias e desvios padrao de logaritmos de UFC/mL para
a avaliag@o de inativagdo de biofilmes dos micro-organismos MSSA e MRSA, para diferentes
concentragdes de Cur (20 uM, 40 uM e 80 puM), na auséncia ou presenca de iluminagdo.
Tanto para 0 MSSA como para o MRSA, houve pela andlise de variancia efeito significativo
da interagdo entre a concentragdo da Cur e iluminagdo. O teste de Tukey foi aplicado para
interpretar esta interagao e o resultado esta resumido na Tabela 3. Em média, a diminui¢ao do
nimero de coldnias sem a iluminagdo foi muito pequena, ficando na maior concentragao de
Cur proximo de 0,5 Logjp em ambos micro-organismos. A iluminagdo promoveu maior
redu¢do no niumero de colonias, obtendo na maior concentragcao do PS uma redugdo proximo

de 3 Logjo para o MSSA e de 2 Log;o para o MRSA.

Tabela 3 — Médias e desvios padrao (DP) de logaritmos de UFC/mL na avaliagdo de
inativa¢do de biofilme de MSSA e MRSA. Araraquara, 2013.

Grupo MSSA MRSA
Me¢édia  DP M¢édia  DP
CN Cur 8,987 0,031 & 9,159 0,029
Cur 20 8,870 0,020 " 8,780 0,016
Cur 40 8,626 0,023 ¢ 8,768 0,021
Cur 80 8,495 0,022 ¢ 8,664 0,024
CL Cur 8,873 0,023 9,068 0,013
aPDT Cur20 7,863 0,039 ¢ 8,341 0,025
aPDT Cur40 7,145 0,036 ° 7,610 0,013
aPDT Cur 80 5,630 0,035 * 7,370 0,020

Meédias para cada micro-organismo com letras iguais ndo sdo significativamente diferentes pelo teste de
Tukey (p>0,05).

> W o m o @ ooaQ
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Na Figura 8 ¢ 9 estdo representadas graficamente as médias amostrais de
logaritmos de UFC/mL, juntamente com intervalos de confianca de 95% para as médias
populacionais. Esses intervalos, de amplitude muito pequena, indicam alta precisdo nas

médias calculadas.

Figura 8 — Médias amostrais (colunas) de logaritmo de UFC/mL ¢ intervalos de confianga de
95% para as médias populacionais, na avaliagdo de inativacdo de biofilme de
MSSA, de acordo com a presenga ou auséncia de iluminagdo e das concentracdes
de Cur. Araraquara, 2013.
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Figura 9 — Médias amostrais (colunas) de logaritmo de UFC/mL e intervalos de confianga de
95% para as médias populacionais, na avaliacdo de inativa¢do de biofilme de MRSA, de
acordo com a presenga ou auséncia de iluminacdo e das concentragdes de Cur. Araraquara,

2013.
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5.2 Fotossensibilizador Photodithazine®

Na Tabela 4 sdo apresentadas as médias e desvios padrdo de absorbancias
resultantes do método XTT, aplicado para a avaliacdo da atividade metabdlica de biofilmes
dos micro-organismos MSSA e MRSA, para diferentes concentragdes do fotossensibilizador
PDZ (50 e 75 mg/L) e dose de luz (0, 5,28 e 50 J/cm?), na auséncia ou presenca de
iluminacao.

A ANOVA indicou efeito significativo da interagdo entre iluminacdo e
concentragdo de PDZ (p < 0,001), tanto para 0o MSSA como para o MRSA. O teste Tukey foi
aplicado para a comparacdo de médias dessa interagdo com o resultado resumido na Tabela 4.
Para ambos micro-organimos, na auséncia da PDZ as médias de absorbancia foram as
maiores. As médias diminuiram sucessivamente conforme se aumentaram as concentragoes da
PDZ. Quando presente a iluminagao, observou-se as maiores redugdes do metabolismo. Para a
menor dose de luz (5,28 J/cm?), foi observado na maior concentracdo do PS uma redugao
proxima de 43% para o MSSA e de 27% para o MRSA. Na maior dose de luz (50 J/cm?),
houve uma reducao ainda maior do metabolismo, assim para a maior concentragdo do PS foi

observado uma reducao proxima de 88% para o MSSA e de 72% para o MRSA.

Tabela 4 — Médias ¢ desvios padrdo (DP) de absorbancias do método XTT na avaliagdo de
inativa¢do de biofilme de MSSA e MRSA. Araraquara, 2013.

Grupo LED MSSA MRSA
(J/em®) Média DP Média  DP
CN PDZ 0 1,409 0,020 & 1,443 0,017 ©
PDZ 50 1,246 0,036 * 1,382 0,010 F
PDZ 75 1,138 0,031 °© 1,335 0,018
CL PDZ 528 1,403 0,031 ¢ 1,440 0,011 ©
aPDT PDZ 50 0,927 0,024 ¢ 1,204 0,007 P
aPDT PDZ 75 0,800 0,020 © 1,059 0,019 €
CL PDZ* 50 1,401 0,035 & 1,436 0,010 ©
aPDT PDZ 50* 0,641 0,012 ° 0,835 0,006 ®°
aPDT PDZ 75* 0,168 0,007 * 0,255 0,014 *

Meédias para cada micro-organismo com letras iguais ndo sdo significativamente diferentes pelo teste de
Tukey (p>0,05).
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Nas Figuras 10 e 11 estao representadas graficamente as médias amostrais de
absorbancias, juntamente com intervalos de confianca de 95% para as médias populacionais.

Esses intervalos permitem quantificar as diferencas observadas entre as médias.

Figura 10 — Médias amostrais (colunas) de absorbancias do método XTT e intervalos de
confianca de 95% para as médias populacionais, na avaliagdo de inativacao de
biofilme de MSSA, de acordo com a presenga ou auséncia de iluminacdo, das
concentragdes de PDZ e dose de luz. Araraquara, 2013.
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Figura 11 — Médias amostrais (colunas) de absorbancias do método XTT e intervalos de
confiangca de 95% para as médias populacionais, na avaliagdo de inativacdo de
biofilme de MRSA, de acordo com a presenca ou auséncia de iluminagdo, das
concentragdes de PDZ e dose de luz. Araraquara, 2013.
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Na Tabela 5 sdo dadas médias e desvios padrdo de logaritmos de UFC/mL para
a avaliagdo de inativacdo de biofilmes do micro-organismo MSSA e MRSA, para diferentes
concentragdes de PDZ, na auséncia ou presenga de iluminagdo e doses de luz. Houve pela
analise de variancia efeito significativo da interagdo entre concentragdo de PDZ e iluminagao

para os dois micro-organismos (p < 0,001). Entdo o teste de Tukey foi aplicado para
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interpretar a interacao e o resultado estd resumido na Tabela 5. Foram apontadas diferencas
entre médias de grupos submetidos a doses diferentes de LED. As diminui¢des das médias de
Log;o (UFC/mL) sdo menores com a menor dose de luz (5,28 J/cm?) quando comparado com
a maior dose de luz, ficando a redugao proxima de 1 Log;o para ambos 0s micro-organismos.
A maior dose de luz (50 J/cm?) promoveu maior redug¢do no nimero de coldnias, ficando a

média de MSSA em cerca de 3 Logo e de 2 Log;o para o MRSA.

Tabela 5 — Médias e desvios padrao (DP) de logaritmos de UFC/mL na avaliagdo de
inativacao de biofilme de MSSA. Araraquara, 2013.

Grupo LED MSSA MRSA
(J/em®) Média DP Média  DP
CN PDZ 0 9,066 0,006 " 10,065 0,004 "
PDZ 50 8,923 0,019 f 9,827 0,008 "
PDZ 75 8,667 0,020 °© 9,682 0,012 "
CL PDZ 528 9,007 0,005 ¢ 9,973 0,011 ©
aPDT PDZ 50 8,601 0,017 ¢ 9,583 0,017 "
aPDT PDZ 75 8,486 0,014 ° 9,240 0,039 ©
CL PDZ* 50 9,006 0,005 ¢ 10,055 0,006 "
aPDT PDZ 50* 6,405 0,022 ° 8,487 0,020 ®
aPDT PDZ 75* 6,123 0,030 * 8,143 0,035 *
Médias para cada micro-organismo com letras iguais ndo s@o significativamente diferentes pelo teste de

Tukey (p>0,05).

Na Figura 12 e 13 estdo representadas graficamente as médias amostrais de
logaritmos de UFC/mL, juntamente com intervalos de confianca de 95% para as médias
populacionais. Esses intervalos, de amplitude muito pequena, indicam alta precisdo nas

médias calculadas.
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Figura 12 — Médias amostrais (colunas) de logaritmo de UFC/mL e intervalos de confianca
de 95% para as médias populacionais, na avaliacdo de inativacdo de biofilme de
MSSA, de acordo com a presenga ou auséncia de iluminagdo das concentragdes de
PDZ e dose de luz. Araraquara, 2013.
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Figura 13 — Médias amostrais (colunas) de logaritmo de UFC/mL e intervalos de confianca
de 95% para as médias populacionais, na avaliagdo de inativacdo de biofilme de
MRSA, de acordo com a presenca ou auséncia de iluminagao, das concentragdes de
PDZ e dose de luz. Araraquara, 2013.
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5.3 Analise por Microscopia Confocal de Varredura a Laser

Para avaliar a distribuicdo da viabilidade bacteriana ap6s a aPDT através da
estrutura dos biofilmes , foi utilizado o kit de colora¢io LIVE/DEAD® da Invitrogen (SYTO
9, verde = células viaveis; IP, vermelho = células ndo vidveis) associado a visualizagdo por
MCVL. Para isso foi obtido imagens overlay e vista lateral dos biofilmes com o PS na
concentracdo e dose de luz de maior eficiéncia fotodinamica (Cur 80 pM — 5,28 J/cm?; PDZ
75 mg/L — 50 J/cm?). Além disso, foi também obtido imagens dos grupos controle negativo e

controle positivo (com os PS em auséncia de luz).

5.3.1 Curcumina

A Figura 14 apresenta a imagem overlay do grupo controle positivo (CP),
controle Cur 80 e o grupo aPDT Cur 80 dos biofilmes de MSSA (A, B e C, respectivamente).
Para o grupo CP, quase todas as células permaneceram verde, indicando que o biofilme de
MSSA estava viavel no periodo avaliado (Figura 14 A). Quando avaliado o grupo Cur 80, em
auséncia de luz, observou-se que a maioria da células estavam coradas em verde, porém
observou-se um numero maior de células coradas em vermelho (Figura 14 B). Essa
observacdo confirma a citotoxicidade da Cur mesmo em auséncia de luz, demonstrado
anteriormente pelo Ensaio de XTT e pelo crescimento microbiano (UFC/mL). No grupo
aPDT Cur 80 foi observado um maior numero de células coradas em vermelho, indicando que
a terapia foi eficiente em danificar a membrana das bactérias e assim levar a morte 0 MSSA

(Figura 14 C).
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Figura 14 — A: Imagem overlay de um biofilme de 42,8 pm de espessura do MSSA do grupo
controle positivo. Com predominincia da fluorescéncia verde do corante SYTO 9
indicando um grande numero de células bacterianas viaveis; B: Imagem overlay de
um biofilmes de 33,6 um de espessura apds 20 min de contato com a Cur; C:
Imagem overlay de um biofilme de 28,6 um de espessura apos 20 min de contato
com a Cur e iluminado por 4 min. Presenca de grande quantidade de fluorescéncia
vermelha, indicando células ndo vidveis. Ampliagdo original: x40. Araraquara,
2013.

A Figura 15 apresenta a imagem overlay dos biofilmes de MRSA coradas com
as fluorescéncias verde e vermelha. O grupo controle positivo (CP) permaneceu altamente
viavel (coloragdo verde) durante todo o periodo do experimento (Figura 15 A). Quando
avaliado o grupo Cur 80, em auséncia de luz, foi observado pela arquitetura do biofilme
algumas células coradas em vermelho, demonstrando a capacidade da Cur em causar danos a
membrana (Figura 15 B). Para o grupo aPDT Cur 80, foi observado um aumento do niimero
de células coradas em vermelho, estando distribuidas uniformemente nos biofilmes de MRSA

(Figura 15 C).
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Figura 15 — A: Imagem overlay de um biofilme de 43,0 um de espessura do MRSA do grupo
controle positivo. Com predominancia da fluorescéncia verde do corante SYTO 9
indicando um grande numero de células bacterianas viaveis; B: Imagem overlay de
um biofilme de 13,6 um de espessura apds 20 min de contato com a Cur; C:
Imagem overlay de um biofilme de 25,7 um de espessura apos 20 min de contato
com a Cur e iluminado por 4 min. Presenca de grande quantidade de fluorescéncia
vermelha, indicando células ndo vidveis. Ampliagdo original: x40. Araraquara,
2013.

A vista lateral dos biofilmes de MSSA e MRSA sdo apresentadas na Figura 16.
Essas imagens permitem visualizar as diferengas entre as arquiteturas de ambas as cepas de S.
aureus e também a distribui¢ao das células viaveis ou nao através da estrutura do biofilme.
Para os biofilmes de MSSA, as células vidveis estdao concentradas em aglomerados, criando
picos e vales com areas ndo coradas (setas brancas) em uma arquitetura de biofilme especifica
(Figura 16 A, 16 B e 16 C). Para o MRSA, foi observado uma distribui¢do uniforme das
células das bactérias, caracterizando uma estrutura homogénea (Figura 16 D, 16 E e 16 F). Os
biofilmes de MSSA sdo mais espessos que o de MRSA, com uma média de 35 um para a cepa
sucetivel e uma média de 25 pum para a resistente. Apos o tratamento com aPDT, as células
coradas em vermelho dos biofilmes de MSSA estavam predominantemente localizadas nas
regides inferiores ¢ média do biofilme (seta amarela) (Figura 3C). Para os biofilmes de
MRSA, as células ndo vidveis ap6s a aPDT estavam distribuidas aleatoriamente por toda

arquitetura, preferencialmente nas regides superficiais e média (seta amarela) (Figura 3F).
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Figura 16 — A: Seccdo transversal e visdo lateral de um biofilme de 42,8 um de espessura do
grupo controle positivo; B: Sec¢do transversal e visao lateral de um biofilme de
33,6 um de espessura apds 20 min de contato com a Cur; C: Seccdo transversal e
visao lateral de um biofilme de 33,6 um de espessura apds 20 min de contato com a
Cur e iluminado por 4 min. D: Seccao transversal e visdo lateral de um biofilme de
43,0 um de espessura do grupo controle negative; E: Sec¢do transversal e visdo
lateral de um biofilme de 13,6 pm de espessura apos 20 min de contato com a Cur;
F: Sec¢ao transversal e visdo lateral de um biofilme de 25,7 um de espessura apds
20 min de contato com a Cur e iluminado por 4 min. Amplia¢do original: x40.
Araraquara, 2013.
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5.3.2 Photodithazine®

A Figura 17 apresenta a imagem overlay do grupo controle positivo (CP),
grupo PDZ 75 e o grupo aPDT PDZ 75 dos biofilmes de MSSA (A, B e C, respectivamente).
Para o grupo CP, quase todas as células permaneceram verde, indicando que o biofilme de
MSSA estava viavel no periodo avaliado (Figura 17 A). Quando avaliado o grupo PDZ 75,
em auséncia de luz, observou-se que a maioria das células estavam coradas em verde, porém
observou-se um numero maior de células coradas em vermelho (Figura 17 B). Essa
observacao confirma a citotoxicidade da PDZ mesmo em auséncia de luz, demonstrado
anteriormente pelo Ensaio de XTT e pelo crescimento microbiano (UFC/mL). No grupo
aPDT PDZ 75 foi observado um maior nimero de células coradas em vermelho, indicando
que a terapia foi eficiente em danificar a membrana das bactérias e assim levar a morte o

MSSA (Figura 17 C).

Figura 17 — A: Imagem overlay de um biofilme de 38,5 um de espessura do MSSA do grupo
controle positivo. Com predominancia da fluorescéncia verde do corante SYTO 9
indicando um grande numero de células bacterianas viaveis; B: Imagem overlay de
um biofilmes de 21,4 um de espessura ap6s 20 min de contato com a PDZ; C:
Imagem overlay de um biofilme de 44,2 um de espessura apds 20 min de contato
com a PDZ e iluminado por 12 min. Presenca de grande quantidade de
fluorescéncia vermelha, indicando células ndo vidveis. Ampliacdo original: x40.
Araraquara, 2013.

A Figura 18 apresenta a visdo geral dos biofilmes de MRSA coradas com as
fluorescéncias verde e vermelha. O grupo controle positivi (CP) permaneceu altamente viavel

(coloragao verde) durante todo o periodo do experimento (Figura 18 A). Quando avaliado o
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grupo PDZ 75, em auséncia de luz, foi observado pela arquitetura do biofilmes algumas
células coradas em vermelho, demonstrando a capacidade da PDZ em causar danos a
membrana (Figura 18 B). Para o grupo aPDT PDZ 75, foi observado um aumento do niamero
de células coradas em vermelho, estando distribuidas uniformemente nos biofilmes de MRSA

(Figura 18 C).

Figura 18 — A: Imagem overlay de um biofilme de 40,0 um de espessura do MRSA do grupo
controle positivo. Com predominancia da fluorescéncia verde do corante SYTO 9
indicando um grande numero de células bacterianas viaveis; B: Imagem overlay de
um biofilme de 14,3 um de espessura apds 20 min de contato com a PDZ; C:
Imagem overlay de um biofilme de 24,2 um de espessura apos 20 min de contato
com a PDZ e iluminado por 12 min. Presenga de grande quantidade de
fluorescéncia vermelha, indicando células ndao viaveis. Ampliagdo original: x40.
Araraquara, 2013.

A vista lateral dos biofilmes de MSSA e MRSA sdo apresentadas na Figura 19.
Essas imagens permitem visualizar as diferengas entre as arquiteturas de ambas as cepas de S.
aureus e também a distribui¢do das células viaveis ou nao através da estrutura do biofilme.
Assim como nos grupos com a Cur, foi observado diferentes arquiteturas dos biofilmes, de
acordo com o micro-organismo. Para os biofilmes de MSSA as células viaveis estavam
concentradas em aglomerados, criando picos e vales com areas ndo coradas (setas brancas)
em uma arquitetura de biofilme especifica (Figura 19 A, 19 B e 19 C). Para o0 MRSA, foi
observado uma distribui¢do uniforme das células das bactérias, caracterizando uma estrutura
homogénea (Figura 19 D, 19 E e 19 F). Os biofilmes de MSSA s3o mais espessos que o de
MRSA, com uma média de 35 um para a cepa sucetivel e uma média de 25 um para a

resistente. Apos o tratamento com aPDT, as células coradas em vermelho dos biofilmes de



MSSA estavam predominantemente localizadas nas regides inferiores e média do biofilme
(seta amarela) (Figura 19 C). Para os biofilmes de MRSA, as células ndo viaveis ap6s a aPDT
estavam distribuidas aleatoriamente por toda arquitetura, preferencialmente nas regides

superficiais e média (seta amarela) (Figura 19 F).

Figura 19 — A: Seccdo transversal e visao lateral de um biofilme de 38,5 um de espessura do
grupo controle positivo; B: Sec¢do transversal e visdao lateral de um biofilme de
21,4 um de espessura apos 20 min de contato com a PDZ; C: Secg¢ao transversal e
visdo lateral de um biofilme de 44,2 um de espessura ap6s 20 min de contato com a
PDZ e iluminado por 12 min. D: Seccdo transversal e visdo lateral de um biofilme
de 40,0 um de espessura do grupo controle positivo; E: Sec¢do transversal e visao
lateral de um biofilme de 14,3 um de espessura apos 20 min de contato com a PDZ;
F: Seccao transversal e visdo lateral de um biofilme de 24,2 pm de espessura apos
20 min de contato com a PDZ e iluminado por 12 min. Ampliagcdo original: x40.
Araraquara, 2013.
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6 DISCUSSAO

Os micro-organismos avaliados nesse estudo in vitro, MSSA e MRSA, sao
frequentemente associados com infec¢des hospitalares, principalmente as cepas resistentes a
meticilina. Ambas sio comumente isoladas em individuos idosos e imunocomprometidos® **
¥ resultando em infecgdes sistémicas graves nesses pacientes. Infecgdes por MRSA estdo

. . 12, 21, 32
frequentemente associadas a altas taxas de mortalidade'* '+

, 0 que caracteriza esse tipo de
infeccdo como um problema de satde publica mundial. O MRSA ¢ frequentemente
encontrado em biofilme, considerada a mais comum forma de organizagdo bacteriana na
natureza'* ¢ muitas vezes associada a infec¢des cronicas’. A estrutura do biofilme atua como
um revestimento protetor atraindo diversas cepas, que formam uma estrutura envolvida em
matriz de polimero extracelular responsavel por aumentar em quase 1000 vezes a resisténcia a
agentes antimicrobianos, tais como os detergentes e os antibioticos®. Nesse contexto,
estratégias alternativas para o tratamento de infec¢des cronicas localizadas tém sido sugeridas,
incluindo a terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT). Dessa forma, o presente estudo in

vitro avaliou o efeito antimicrobiano da aPDT mediada pelos PSs Cur e PDZ em biofilmes de

cepas S. aureus sucetivel e resistente a meticilina.

A Cur é um pigmento natural amarelo obtido da planta Curcuma longa e tem
sido estudada devido sua agdo terapéutica demonstrada pelas suas propriedades anti-oxidativa,
anti-séptica, analgésica, anti-inflamatéria e anti-microbiana®® **>*, Essa ultima caracteristica
chama a aten¢@o de diversas areas, incluindo a fotoquimica e fotobiologia em que se propde a
aPDT como um método alternativo para micro-organismos resistentes aos antibidticos. A
associacdo da Cur com a luz foi proposta com o intuito de potencializar o efeito
antimicrobiano deste pigmento, tornando-se um fotossensibilizador. Alguns autores afirmam
que, diferentemente do que acontece com muitos PS, a Cur ndo se liga as células, ou liga-se
fracamente a elas, deixando cerca de 90% na sua fase livre. A remocao da Cur ndo ligada,
portanto, promove redugdo acentuada dos efeitos fototoxicos da Cur'’. Dessa maneira, a Cur
pode representar um PS efetivo e seguro, tornando possivel a sua aplicabilidade clinica. A
Photodithazine®™ é uma clorina obtida a partir da cianobactéria Spirulina platensis, encontrada
em grande quantidade na Russia, o que faz com que tenha baixo custo. Esse composto ¢

classificado entre as clorinas, que sdo porfirinas hidrofilicas reduzidas que apresentam forte
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banda de absor¢do na regido vermelha do espectro fotomagnético. O PS PDZ vem sendo
aplicado atualmente com sucesso na terapida fotodindmica contra o cancer, devido ao seu alto
rendimento quantico de formagao de oxigénio singlete.

Em nosso estudo, a aPDT mediada pela Cur sobre biofilmes de MSSA e
MRSA resultou em redugdo significativa na ativividade metabdlica do biofilme e do nimero
de coldnias vidveis de bactérias para as duas cepas avaliadas. Para os biofilmes de MSSA, foi
observada uma reducgao de 86% e 95% na sua atividade metabodlica quando utilizado a Cur na
concentracao de 20 uM e 80 uM, respectivamente. Para os biofilmes de MRSA, a reducao foi
de aproximadamente de 66% e 90%, respectivamente. O ensaio de XTT nas bactérias ¢
baseado na redugdo do sal metil-tetrazolio pelo sistema ativo de transporte de elétrons’,

1.2 também

diretamente relacionado com a atividade metabdlica das bactérias. Dovigo et a
observaram que quando utilizou-se 40 uM de Cur, a atividade metabolica de biofilmes de C.
albicans, C. glabrata, ¢ C. Tropicalis reduziu-se em 85%, 85%, e 73%, respectivamente, com

uma dose de luz de 18 J/cm?.

Em estudo recente foi observado que a concentragdo de 20 uM de Cur
associado com uma fonte de luz LED resultou na morte de suspensodes planctonicas de MSSA
¢ MRSA®. Diferentemente da fotoinativagdo completa observada na suspensdo de bactéria,
no presente estudo foi observado reducdo significativa de ~3,3 Logj¢ para o biofilme de
MSSA e de ~1,8 Logjo para o biofilme de MRSA, utilizando-se a maior concentragao de Cur
(80 uM) associada a luz, quando comparado com o grupo controle positivo (CP). A
dificuldade em se obter a inativacao completa de biofilmes de bactérias pela aPDT ja tem sido

1727 No estudo de Hegge et al.?’, nio foi detectado viabilidade da suspensio

relatada
planctonica de S. Epidermidis apo6s a aPDT utilizando uma solugéo super saturada de Cur e
uma dose de luz de 18 J/cm?. No entanto, foi observado nos biofilmes uma redug¢ao de menos
de 1 Log;o quando utilizado 10 pM de Cur associado a luz. Grinholc et al.** investigaram o
efeito da aPDT contra 81 cepas de S. aureus, incluindo cepas suscetiveis e resistentes a
meticilina, para determinar se diferentes isolados da mesma espécie podem responder de
forma diferente a fotoinativagdo utilizando a protoporfirinadiarginate (PPArg2).Os autores
encontraram que a resposta das cepas em suspensao planctonica nao foi homogénea, variando
de 0 a 3 Logjo na contagem de colonias viaveis. Além disso, eles investigaram a capacidade

das cepas em produzir biofilme in vitro com o intuito de esclarecer as diferengas observadas

para a resisténcia a inativacdo fotodinamica. Os resultados revelaram que, entre oito cepas
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altamente sensiveis, 6 (75%) ndo produzem biofilme, e para o grupo de 7 cepas resistentes ou
intermediarias, apenas um isolado (14,3%) ndo foi capaz de formar biofilme. Nas culturas
planctonicas os micro-organismos estdo dispersos em meio liquido, ao contrario, nos
biofilmes os micro-organismos estdo organizados em uma comunidade de células envolta por
uma matriz polimérica de substancias extracelulares. Devido a essa organizacdo diferenciada,
o comportamento e a suscetibilidade dos micro-organismos se alteram durante o processo de
desenvolvimento do biofilme*, o que resulta em conseqiiéncias importantes para o
tratamento. A organizagdo dos micro-organismos em biofilmes os torna menos suscetiveis a
acdo da aPDT provavelmente devido a organizacdo séssil e em multicamadas observadas em
biofilmes, o que garante vantagens ecologicas, protecdo contra agentes antimicrobianos e
dificuldade na penetragio do PS nas camadas mais profundas®. Dessa forma, torna-se
evidente que o desenvolvimento de biofilmes deve ser considerado um fator de viruléncia
destes micro-organismos, o que resulta em maior dificuldade no tratamento das infecc¢des
bacterianas. Considerando esses aspectos, os resultados obtidos no presente estudo utilizando
a aPDT mediada pela Cur sdo promissores, uma vez que em uma unica aplicacdo da aPDT
utilizando 4 min de iluminagdo (LED), promoveu redu¢do de 3 e 2 Log;o para o MSSA e

MRSA, respectivamente.

Em nosso estudo, utilizando-se a PDZ como PS, quando utilizado a maior dose
de luz (50 J/cm?) foi observado que a aPDT promoveu uma redugdo significativa na atividade
metabolica dos biofilmes de MSSA e MRSA, obtendo aproximadamente reducdo de 88% e
72%, respectivamente. Além disso foi observado redugdo significativa de ~2,9 Log)o para o
biofilme de MSSA e de ~1,9 Logjo para o biofilme de MRSA, utilizando-se a maior dose de
luz avaliada (50 J/cm?), quando comparado com o grupo controle positivo (CP). O Ensaio de
XTT constatou essa reducdo acentuada na atividade metabolica imediatamente apos a
aplicacdo do aPDT, entretanto, esses micro-organismos voltaram a se desenvolver quando
colocados em um meio rico em nutrientes (Mannitol Agar Salt). Tem sido sugerido que os
micro-organismos apresentam a capacidade de reduzir seu metabolismo frente a uma
agressdo, entretanto, eles podem continuar viaveis como foi observado nesse estudo. Como
demonstrado pela Microscopia Confocal de Varredura a Laser (MCVL) realizada
imediatamente ap6s a aPDT, provavelmente, a substancia fotossensibilizadora penetrou
diferentemente em ambos os biofilmes, atuando somente na camada superficial do MRSA e

mais profundamente no MSSA. Por outro lado, Soukos et al.®' verificaram que a aPDT
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mediada por um composto conjugado a base de clorina pode reduzir em até 90% o biofilme
formado por Actinomyces naeslundii sobre a superficie do esmalte bovino associando a aPDT
a ondas fotomecanicas geradas pelo laser. Os autores concluiram que a PDZ pode ser utilizada
na aPDT para o tratamento de periodontite cronica, pois reduziu a formacao de biofilme em
aproximadamente 80%°".

Na literatura tem sido relatado que a aPDT mediada pelo PDZ foi efetiva na
inativagio de culturas planctonicas de fungos e bactérias. Strakhovskaia et al.* demonstraram
a eficiéncia fotodindmica da PDZ quando associada a iluminag¢do para fotoinativacdo de
suspensdes planctonicas de C. guilliermondii. Park et al.* demonstrou a eficacia da aPDT
mediada por uma clorina na fotoinativacdo de S. aureus. As suspensdes de MSSA foram
tratadas com concentragdes de 10 pM e 20 uM e mantidas em contato com a substancia por
50 min, em seguida, foram iluminadas. Os autores observaram completa inviabilizacdo do
crescimento bacteriano. Com o mesmo intuito, Tegos et al.°® avaliou a eficacia da aPDT
mediada por conjugados policationicos (PEI) com a clorina (ce6) em 3 formas moleculares:
PEI-ce6 lin, PEI-ce6 LMW e PEI-ce6 HMW, na fotoinativagdo de suspensdes de S. aureus,
Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e C. albicans. O PEI-ce6
HMW foi efetivo na inativagdo de todos os micro-organismos avaliados, enquanto que o
conjugado PEI-ce6 lin foi efetivo apenas na inativagdo do S. aureus e C. albicans. Outro
estudo avaliou a eficicia da aPDT mediada por um derivado da porfirina
(tetrahydroporphyrin-tetratosylat — THPTS), associado com a iluminagdo sobre suspensdes
planctonicas de MSSA, MRSA, E. coli e P. aeruginosa. Apos os tratamentos, o nimero de
contagem de colonias reduziu em até 6 Log; para os todos os micro-organismos avaliados™®.
Esses resultados ressaltam que ¢ fundamental considerar a forma de organizagdo dos micro-

organismos ao avaliar os resultados obtidos com a aplicagio da aPDT*">",

A fototoxicidade dos PSs para as cepas bacterianas parece ser mediado pelo
estado excitado do PS gerado pela excitagdo de luz, que resulta em energia ou transferéncia de
eletrén para o oxigénio molecular, com consequente formacdo de ROS, o que promove a
destruicdo das células microbianas®’. A analise MCVL utilizando o kit de colorago
LIVE/DEAD® permitiu avaliar a viabilidade ou ndo da estrutura dos biofilmes apos a aPDT.
Embora a contagem de bactérias fluorescentes verdes ou vermelhas nao tenha sido realizada,

as imagens claramente demonstram que apds tratamento com aPDT ocorreu um aumento
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acentuado de células coradas em vermelho, mostrando assim a presenga de membranas de

bactérias danificadas como resultado da fototoxicidade dos fotossensibilizadoes.

No presente estudo, ambos PSs utilizados, sem associagdo de luz exibiram
potencial de reduzir o metabolismo dos biofilmes e também o crescimento microbiano, para
todas as concentracdes avaliadas. Por outro lado, as imagens obtidas no MCVL, confirmaram
esses resultados uma vez que pdde ser observado aumento de membranas danificadas nos
biofilmes quando comparado com o controle, para os dois micro-organismos. Nossos
resultados estdo de acordo com a literatura quando utilizado os dois PS. A Cur possui diversas
propriedades, entre elas a acdo anti-bacteriana mesmo em condigdes com auséncia de
38, 48, 54

iluminagao , promovendo assim a agdo citotoxica observada na MCVL. A PDZ ¢

classificada entre as clorinas, que sdo porfirinas hidrofilicas reduzidas que tém demonstrado

2.4 Ppor outro lado, Schastak et al.> utilizaram o PS

maior eficiéncia em relacao as Porfirinas
tetrahydroporphyrin-tetratosylat (THPTS), que é uma Porfirina, na aplicagdo da aPDT sobre

bactérias e quando realizado MCVL nao observaram citoxicidade do PS com auséncia de luz.

Outro aspecto importante ¢ que as imagens de MCVL demonstraram
claramente as diferengas entre ambas as cepas de S. aureus na arquitetura dos biofilmes.
Embora, os biofilmes de MSSA foram mais espessos do que os de MRSA, eles apresentaram
uma estrutura com picos e vales que podem ter levado a uma melhor distribui¢cdo e penetragao
do PS, resultando numa maior atividade fototoxica para os biofilmes de MSSA(~ 3,3 Log;o)
quando comparado com os de MRSA (~ 1,8 Logj) para a Cur. Para a PDZ, também houve
uma maior atividade fototoxica para os biofilmes de MSSA(~ 2,9 Logjo) comparado com o0s
de MRSA (~ 1,9 Logjo). As cepas dos biofilmes resistentes apresentaram uma arquitetura
mais uniforme, sem aglomerados de células. Além disso, Szpakowska et al.** relataram uma
maior resisténcia das cepas de MRSA na aPDT, devido a uma estrutura de polissacarideo
capsular na superficie das c€lulas bacterianas, o que limitaria a penetragao da PS para dentro
das células de MRSA, reduzindo assim os efeitos toxicos da EROs gerados durante a

. . - A - 64
inativacao fotodinamica’".

As substancias fotossensibilizadoras sdo facilmente degradadas apds a
exposicdo a luz. Dovigo et al.?” encontraram que os efeitos maximos da Cur sdo obtidos
quando utilizado uma dose de luz de ~5,28 J/cm? com um comprimento de onda ~455 nm, e

apos esse periodo, ocorre um aumento de substancias degradadas, o que estabiliza o efeito da
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Cur, mantendo assim um patamar e conseqiiente declinio em sua atividade citotoxica. Dessa
forma, a dose de luz utilizada nesse estudo foi de 5,28 J/cm? e o tempo de iluminagdo
calculado de 4 min. Correa et al.'' demonstraram que a PDZ apresenta atividade fotodindmica
até uma dose de ~ 50 J/cm?, em um comprimento de onda de ~ 660 nm. Nessa dose de luz a
sustancia alcangard um patamar e posterior declinio em sua absor¢ao. Desse modo, para
efeitos comparativos adotamos nesse estudo uma dose menor que a recomendada pela
literatura (5,28 J/cm?) e uma dose de acordo com a sua atividade fotodinamica (50 J/cm?). Os
resultados do presente estudo demonstraram que a menor dose de luz utilizada (5,28 J/cm?)
ndo proporciona os efeitos maximos da substancia fotossensibilizadora na inviabiliza¢do dos
micro-organismos. A Cur possui uma fotodegradagdo mais acentuada, o que permite
aplicagdo de uma menor dose de luz, com consequente menor tempo de iluminagdo. De outro
modo, a PDZ necessita de uma maior dose de luz e assim consequentemente maior tempo de
iluminacdo. Todavia, quando comparamos os efeitos da Cur e da PDZ, os resultados
demonstraram que foi obtida uma reducdo do crescimento microbiano e da atividade
metabolica, com valores muito proximos quando utilizado a dose de luz adequada a cada

substancia, no comprimento de onda especifico para cada um dos PSs avaliados.

Considerando os resultados obtidos, este estudo in vitro demonstrou que uma
unica aplicacdo de aPDT mediada pela Cur (80 uM) com a dose de luz de 5,28 J/cm? e aPDT
mediada pela PDZ (75 mg/L) associada a 50 J/cm? resultou em reducgdo significativa na
atividade metabolica e na viabilidade dos biofilmes MSSA e MRSA. Esse resultados
demonstram que a aPDT pode ser considerada uma terapia promissora para atuar de forma
sinérgica para o tratamento de pacientes idosos e imunocomprometidos. Além disso, estudos
in vitro utilizando diferentes concentracdes, bem como investigacdes em associacdo com
antibidticos sdo necessarios para confirmar o potencial da Cur e da PDZ em agir como um

fotossensibilizador eficaz na aPDT.
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7 CONCLUSAO

Com base nas condigdes experimentais do presente estudo e de acordo com a

metodologia empregada, foi possivel concluir que:

1. A aPDT mediada pela Cur e PDZ, reduziram significativamente a atividade
metabolica e a viabilidade dos biofilmes de MSSA e MRSA;

2. A redugdo da atividade metabdlica e da viabilidade dos micro-organismos foi mais
acentuada nas maiores concentra¢des dos PSs;

3. A maior dose de luz (50 J/cm?) apresentou os melhores resultados para a PDZ;
4. O MRSA apresentou menor suscetibilidade a aPDT, independente do PS utilizado;
5. A MCVL demonstrou diferentes arquiteturas dos biofilmes de MSSA e MRSA;

6. Houve fototoxicidade aos PSs em auséncia de iluminacdo, porém a fototoxicidade
aumentou acentuadamente apos a aplicagdo da aPDT;

7. Para todos os micro-organismos, independente do PS, ndo houve completa inativacao
dos biofilmes formados.
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APENDICE 1

Célculos realizados para a obtengdo das proporg¢des utilizadas no preparo das

concentra¢des da Curcumina e do Photodithazine®.

% Curcumina — 600 uM solugéo estoque de Cur

e Preparo de Concentragdo de 20 uM de Cur para o volume final de 6000 pL (uma
ocasido, aplicacdao de 200 puL em cada orificio):
Cinicial - Vinicial = Cfinal - Vfinal
600 UM . Vipicias = 20 uM . 6000 pL
Vinicial = 200 pL
Dessa forma, para o preparo dessa concentragdo foi utilizado 200 pL de Cur e

5800 pL de solugdo salina.

e Preparo de Concentracdo de 40 uM de Cur para o volume final de 6000 pL (uma
ocasido, aplicacao de 200 puL em cada orificio):
Cinicial - Vinicial = Cfinal - Vfinal
600 UM . Vipiciat = 40 uM . 6000 pL
Vinicial = 400 pL
Dessa forma, para o preparo dessa concentracao foi utilizado 400 uL de Cur e
5600 pL de solugao salina.
e Preparo de Concentragdo de 80 uM de Cur para o volume final de 6000 pL (uma
ocasido, aplicacao de 200 puL em cada orificio):
Cinicial - Vinicial = Cfinal - Vfinal
600 UM . Vigicias = 80 uM . 6000 pL
Vinicial = 800 pL.
Dessa forma, para o preparo dessa concentrag@o foi utilizado 800 puL de Cur e

5200 pL de solugao salina.
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% Photodithazine® — 5000 mg/L concentragdo de solucdo de PDZ

e Preparo de Concentragao de 50 mg/L de PDZ para o volume final de 6000 pL (uma
ocasido, aplica¢cdo de 200 pL em cada orificio):

5000 mg/L — 100%

50 mg/L —x
Logo, x=1%
6000 puL — 100%
Y-1%
Logo, y= 60 pL.

Dessa forma, para o preparo dessa concentragdo foi utilizado 60 uL. de PDZ e

5940 pL de solugdo salina.

e Preparo de Concentragdo de 75 mg/L de PDZ para o volume final de 6000 pL (uma
ocasido, aplicagdo de 200 pL em cada orificio):
5000 mg/L — 100%
75 mg/L —x

Logo, x=1,5%

6000 puL — 100%

Y -1,5%
Logo, y=90 uL
Dessa forma, para o preparo dessa concentragao foi utilizado 90 uL de PDZ e

5910 puL de solugdo salina.
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APENCICE 2

Célculos realizados para obtencdo do tempo de iluminagdo das amostras. A
dose de luz (J/em?) é calculada por meio de uma formula, na qual o seu valor ¢ diretamente

proporcional a poténcia de luz do parelho (W/cm?) e ao tempo de iluminagio (segundos):
Dose (J/cm?) = Poténcia (W/cm?) . Tempo (s)

E importante ressaltar que a intensidade de luz é obtida por meio da
multiplicagdo da poténcia de saida do aparelho (W) pela 4rea de iluminagdo (cm?). O valor da
poténcia ¢ fixo para cada equipamento e foi fornecido pelo Instituto de Fisica de Sdo Carlos

(IFSC) juntamente com as instru¢des para utilizagao.
% Curcumina

O aparelho “Bio Table” (LEDs azuis) desenvolvido para essa iluminagao
possui o valor de poténicia de 22,0 mW/cm®. Assim, para inserir esse valor na formula foi
preciso fazer a transformacdo de unidades, sendo o valor convertido 22 . 10 W/cm?”. Calculo
do tempo de iluminacio para a dose de 5,28 J/cm?:

5,28 J/em2 = 0,022 W/cm2 . T (s)
T=240s

Dessa forma, o tempo de iluminagdo das amostras calculado foi de 4 min.
Photodithazine®

O aparelho “Dual Table” (LEDs vermelhos) desenvolvido para essa
iluminagdo possui o valor de poténicia de 71,7 mW/cm®. Assim, para inserir esse valor na
formula foi preciso fazer a transformacao de unidades, sendo o valor convertido 71,7 . 107
W/em®.

Calculo do tempo de iluminacio para a dose de 5,28 J/cm™:

5,28 J/em2 = 0,071 W/cm® . T (s)
T=~75s
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Dessa forma, o tempo de iluminagao das amostras calculado foi de 75
segundos.
Calculo do tempo de iluminagdo para a dose de 50 J/cm®:
50 J/em2 = 0,071 W/em?®. T (s)
T=704,2s=~ 12 min

Dessa forma, o tempo de iluminagdo das amostras calculado foi de 12 min.



APENDICE 3

As Tabelas de Al a A8 se referem aos resultados obtidos com o PS Cur no
UFC/mL e no ensaio de XTT; As tabelas de A9 a A20 se referem aos resultados obtidos com

0 PS PDZ no UFC/mL e no ensaio de XTT.

Tabela Al — Valores originais obtidos com a exposi¢ao dos biofilmes de MSSA (ATCC

25923) a diferentes concentracdes de Cur (0, 20, 40 e 80 uM) em auséncia de iluminagao,

apos 48 h de semeadura em placas de Petri com Mannitol Salt Agar. Araraquara, 2013.

Grupo  Amostra Diluicdo Duplicatal Duplicata2 Média UFC/mL Logio
1A 5 216 209 212,5 850000000 8,929419
2A 5 228 235 231,5 926000000 8,966611
3A 5 214 222 218 872000000 8,940516
4A 5 232 241 236,5 946000000 8,975891
SA 5 258 272 265 1,06E+09  9,025306
1B 5 246 223 234,5 938000000 8,972203
2B 5 266 245 255,5 1,022E+09 9,009451
CN Cur 3B 5 238 228 233 932000000 8,969416
4B 5 279 258 268,5  1,074E+09 9,031004
5B 5 238 264 251 1,004E+09 9,001734
1C 5 249 231 240 960000000 8,982271
2C 5 235 244 239,5 958000000 8,981366
3C 5 262 270 266 1,064E+09 9,026942
4C 5 267 252 259,5  1,038E+09 9,016197
5C 5 242 237 239,5 958000000 8,981366
1A 5 195 192 193,5 774000000 8,888741
2A 5 182 188 185 740000000 8,869232
3A 5 178 187 182,5 730000000 8,863323
4A 5 172 179 175,5 702000000 8,846337
5A 5 165 172 168,5 674000000 8,82866
1B 5 176 178 177 708000000 8,850033
2B 5 198 193 195,5 782000000 8,893207
Cur 20 3B 5 201 195 198 792000000 8,898725
4B 5 173 180 176,5 706000000 8,848805
5B 5 180 184 182 728000000 8,862131
1C 5 192 196 194 776000000 8,889862
2C 5 189 191 190 760000000 8,880814
3C 5 182 185 183,5 734000000 8,865696
4C 5 198 188 193 772000000 8,887617



5C 5 185 191 188 752000000 8,876218
1A 5 100 102 101 404000000 8,606381
2A 5 96 108 102 408000000 8,61066
3A 5 101 105 103 412000000 8,614897
4A 5 114 119 116,5 466000000 8,668386
S5A 5 107 109 108 432000000 8,635484
1B 5 95 101 98 392000000 8,593286
2B 5 106 111 108,5 434000000 8,63749
Cur 40 3B 5 113 108 110,5 442000000 8,645422
4B 5 103 106 104,5 418000000 8,621176
5B 5 106 100 103 412000000 8,614897
1C 5 97 98 97,5 390000000 8,591065
2C 5 103 102 102,5 410000000 8,612784
3C 5 112 119 115,5 462000000 8,664642
4C 5 115 104 109,5 438000000 8,641474
5C 5 108 103 105,5 422000000 8,625312
1A 5 78 72 75 300000000 8,477121
2A 5 77 75 76 304000000 8,482874
3A 5 81 86 83,5 334000000 8,523746
4A 5 73 78 75,5 302000000 8,480007
S5A 5 75 68 71,5 286000000 8,456366
1B 5 82 74 78 312000000 8,494155
2B 5 79 83 81 324000000 8,510545
Cur 80 3B 5 75 78 76,5 306000000 8,485721
4B 5 86 84 &5 340000000 8,531479
5B 5 72 79 75,5 302000000 8,480007
1C 5 74 76 75 300000000 8,477121
2C 5 86 80 83 332000000 8,521138
3C 5 81 76 78,5 314000000 8,49693
4C 5 86 82 84 336000000 8,526339
5C 5 78 75 76,5 306000000 8,485721
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Tabela A2 — Valores originais obtidos com a exposi¢do dos biofilmes de MSSA (ATCC
25923) a diferentes concentragdes de Cur (0, 20, 40 e 80 uM) e dose de luz 5,28 J/crn2, apos

48 h de semeadura em placas de Petri com Mannitol Salt Agar. Araraquara, 2013.

Grupo Amostra Diluicdo Duplicatal Duplicata2 Média  UFC/mL Log;
1A 5 183 176 179,5 718000000 8,856124
2A 5 201 189 195 780000000 8,892095
3A 5 180 183 181,5 726000000 8,860937
4A 5 192 195 193,5 774000000 8,888741
5A 5 165 170 167,5 670000000 8,826075
1B 5 188 184 186 744000000 8,871573



2B 5 191 206 198.5 794000000 8,899821
CL Cur 3B 5 183 178 180,5 722000000 8,858537
4B 5 212 204 208 832000000 8,920123
5B 5 182 188 185 740000000 8,869232
1C 5 190 197 193,5 774000000 8,888741
2C 5 193 186 189,5 758000000 8,879669
3C 5 186 188 187 748000000 8,873902
4C 5 189 183 186 744000000 8,871573
5C 5 177 172 174,5 698000000 8,843855

1A 5 19 21 20 80000000  7,90309
2A 5 22 16 19 76000000  7,880814
3A 5 16 13 14,5 58000000  7,763428
4A 5 14 17 15,5 62000000  7,792392
5A 5 15 21 18 72000000  7,857332
1B 5 18 20 19 76000000  7,880814
2B 5 13 11 12 48000000  7,681241

aPDT Cur

20 3B 5 16 19 17,5 70000000  7,845098

4B 5 19 21 20 80000000  7,90309
5B 5 22 20 21 84000000  7,924279
1C 5 21 18 19,5 78000000  7,892095
2C 5 19 17 18 72000000  7,857332
3C 5 16 15 15,5 62000000  7,792392
4C 5 17 21 19 76000000  7,880814
5C 5 18 19 18,5 74000000  7,869232
1A 4 36 33 34,5 13800000  7,139879
2A 4 31 29 30 12000000  7,079181
3A 4 28 32 30 12000000  7,079181
4A 4 37 33 35 14000000  7,146128
5A 4 33 35 34 13600000  7,133539
1B 4 41 38 39,5 15800000  7,198657
2B 4 36 37 36,5 14600000  7,164353

aPDT Cur

40 3B 4 34 37 35,5 14200000  7,152288
4B 4 39 33 36 14400000  7,158362
5B 4 33 30 31,5 12600000  7,100371
1C 4 35 34 34,5 13800000  7,139879
2C 4 38 40 39 15600000  7,193125
3C 4 38 35 36,5 14600000  7,164353
4C 4 34 35 34,5 13800000  7,139879
5C 4 37 39 38 15200000  7,181844
1A 2 123 117 120 480000 5,681241
2A 2 115 112 113,5 454000 5,657056
3A 2 104 88 96 384000 5,584331
4A 2 92 101 96,5 386000 5,586587
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aPDT Cur

80

SA
1B
2B

4B
5B
1C
2C
3C
4C
5C

NN

NS \O R O T \C I (O I (S B (S 2 S

101
106
112

109
99

94

105
107
122
102
125

111
99
97

118
104
98

101
103
119
108
117

106
102,5
104,5

113,5
101,5
96
103
105
120,5
105
121

424000
410000
418000

454000
406000
384000
412000
420000
482000
420000
484000
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5,627366
5,612784
5,621176

5,657056
5,608526
5,584331
5,614897
5,623249
5,683047
5,623249
5,684845

Tabela A3 — Valores originais obtidos com a exposi¢do dos biofilmes de MRSA (ATCC

33591) a diferentes concentragdes de Cur (0, 20, 40 e 80 uM) em auséncia de iluminagao,

ap6s 48 h de semeadura em placas de Petri com Mannitol Salt Agar. Araraquara, 2013.

Grupo  Amostra  Diluicdo Duplicatal Duplicata2 Média  UFC/mL Logio
1A 6 32 34 33 1320000000 9,120574
2A 6 38 37 37,5 1500000000 9,176091
3A 6 37 41 39 1560000000 9,193125
4A 6 31 35 33 1320000000 9,120574
5A 6 35 38 36,5 1460000000 9,164353
1B 6 41 38 39,5 1580000000 9,198657
2B 6 36 33 34,5 1380000000 9,139879
CN Cur R 3B 6 43 41 42 1680000000  9,225309
4B 6 39 34 36,5 1460000000 9,164353
5B 6 36 32 34 1360000000 9,133539
1C 6 39 40 39,5 1580000000 9,198657
2C 6 42 37 39,5 1580000000 9,198657
3C 6 37 31 34 1360000000 9,133539
4C 6 32 37 34,5 1380000000 9,139879
5C 6 35 33 34 1360000000  9,133539
1A 5 144 138 141 564000000 8,751279
2A 5 163 156 159,5 638000000  8,804821
3A 5 146 151 148,5 594000000 8,773786
4A 5 142 153 147,5 590000000  8,770852
S5A 5 154 149 151,5 606000000 8,782473
1B 5 152 153 152,5 610000000  8,78533
2B 5 148 144 146 584000000 8,766413
Cur20 R 3B 5 153 161 157 628000000  8,79796
4B 5 161 156 158,5 634000000 8,802089
5B 5 155 161 158 632000000  8,800717
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1C 5 147 144 145,5 582000000  8,764923
2C 5 153 149 151 604000000  8,781037
3C 5 156 152 154 616000000  8,789581
4C 5 150 143 146,5 586000000  8,767898
5C 5 148 142 145 580000000  8,763428
1A 5 152 144 148 592000000  8,772322
2A 5 149 135 142 568000000  8,754348
3A 5 136 127 131,5 526000000  8,720986
4A 5 143 147 145 580000000  8,763428
S5A 5 147 139 143 572000000  8,757396
1B 5 139 144 141,5 566000000  8,752816
2B 5 141 144 142,5 570000000  8,755875
Cur40 R 3B 5 145 178 161,5 646000000  8,810233
4B 5 144 158 151 604000000  8,781037
5B 5 156 153 154,5 618000000  8,790988
1C 5 143 154 148,5 594000000  8,773786
2C 5 148 156 152 608000000  8,783904
3C 5 138 146 142 568000000  8,754348
4C 5 150 143 146,5 586000000  8,767898
5C 5 146 153 149,5 598000000  8,776701
1A 5 111 112 111,5 446000000  8,649335
2A 5 102 106 104 416000000  8,619093
3A 5 122 117 119,5 478000000  8,679428
4A 5 106 108 107 428000000  8,631444
5A 5 118 121 119,5 478000000  8,679428
1B 5 119 121 120 480000000  8,681241
2B 5 123 125 124 496000000  8,695482
Cur 80 R 3B 5 112 109 110,5 442000000  8,645422
4B 5 108 111 109,5 438000000  8,641474
5B 5 121 119 120 480000000  8,681241
1C 5 127 124 125,5 502000000  8,700704
2C 5 116 119 117,5 470000000  8,672098
3C 5 115 117 116 464000000  8,666518
4C 5 111 108 109,5 438000000  8,641474
5C 5 119 116 117,5 470000000  8,672098

Tabela A4 — Valores originais obtidos com a exposi¢do dos biofilmes de MRSA (ATCC
33591) a diferentes concentragdes de Cur (0, 20, 40 e 80 uM) e dose de luz 5,28 J/cm2, apos

48 h de semeadura em placas de Petri com Mannitol Salt Agar. Araraquara, 2013.

Grupo

Amostra Diluicdo Duplicatal Duplicata2 Meédia

UFC/mL

L0g1o

1A
2A

5
5

298
285

302
293

300
289

1200000000 9,079181
1156000000 9,062958



3A 5 311 304 307,5 1230000000 9,089905
4A 5 278 282 280 1120000000 9,049218
5A 5 289 277 283 1132000000 9,053846
1B 5 295 292 293.5 1174000000 9,069668
2B 5 291 276 283.5 1134000000 9,054613
CL Cur R 3B 5 287 292 289,5 1158000000 9,063709
4B 5 296 306 301 1204000000 9,080626
5B 5 306 301 303,5 1214000000 9,084219
1C 5 264 292 278 1112000000 9,046105
2C 5 290 288 289 1156000000 9,062958
3C 5 292 300 296 1184000000 9,073352
4C 5 295 302 298.5 1194000000 9,077004
5C 5 299 291 295 1180000000 9,071882
1A 5 50 52 51 204000000 8,30963
2A 5 53 48 50,5 202000000 8,305351
3A 5 48 44 46 184000000 8,264818
4A 5 60 55 57,5 230000000 8,361728
5A 5 56 61 58,5 234000000 8,369216
1B 5 51 58 54,5 218000000 8,338456
2B 5 58 55 56,5 226000000 8,354108
aPDT Cur
20R 3B 5 61 55 58 232000000 8,365488
4B 5 52 63 57,5 230000000 8,361728
5B 5 55 62 58,5 234000000 8,369216
1C 5 59 53 56 224000000 8,350248
2C 5 53 57 55 220000000 8,342423
3C 5 57 49 53 212000000 8,326336
4C 5 54 52 53 212000000 8,326336
5C 5 52 59 55,5 222000000 8,346353
1A 4 98 103 100,5 40200000  7,604226
2A 4 103 102 102,5 41000000  7,612784
3A 4 101 97 99 39600000  7,597695
4A 4 102 99 100,5 40200000  7,604226
5A 4 100 102 101 40400000  7,606381
1B 4 96 103 99,5 39800000  7,599883
2B 4 103 98 100,5 40200000  7,604226
aPDT Cur
40 R 3B 4 108 113 110,5 44200000  7,645422
4B 4 105 99 102 40800000  7,61066
5B 4 111 104 107,5 43000000  7,633468
1C 4 101 99 100 40000000  7,60206
2C 4 105 102 103,5 41400000 7,617
3C 4 102 99 100,5 40200000  7,604226
4C 4 104 96 100 40000000  7,60206
5C 4 99 105 102 40800000  7,61066
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12
ya
3a
43
5
1B

2B
aPDT Cur
80 R 3B

4B
5B
1C
2C
3C
4C
5C

B L L N

L T T L

58
56
55
52
57
59
60

55
61
63
55
61
58
60
62

63
59
59
57
56
52
58

56
59
68
62
58
59
62
59

60,5
57,5
57

54,5
56,5
55,5
59

55,5
60

65,5
58,5
59,5
58,5
61

60,5

24200000
23000000
22800000
21800000
22600000
22200000
23600000

22200000
24000000
26200000
23400000
23800000
23400000
24400000
24200000

7,383815
7,361728
7,357935
7,338456
7,354108
7,346353
7,372912

7,346353
7,380211
7,418301
7,369216
7,376577
7,369216
7,38739

7,383815
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Tabela A5 — Valores originais obtidos com a exposi¢do dos biofilmes de MSSA (ATCC

25923) a diferentes concentragdes de Cur (0, 20, 40 e 80 uM) em auséncia de iluminacao,

apos leitura da redu¢do do sal de XTT. Araraquara, 2013.

Grupo Amostras Viabilidade celular
1A 1,267
2A 1,17
3A 1,235
4A 1,095
5A 1,278
1B 1,116
2B 1,33

CN Cur 3B 1,363
4B 1,279
5B 1,335
1C 1,298
2C 1,134
3C 1,205
4C 1,042
5C 1,387
1A 1,173
2A 1,032
3A 1,102
4A 0,989
5A 1,049
1B 1,106



2B 1,102
Cur 20 3B 1,205
4B 1,043
5B 1,068
1C 1,172
2C 1,082
3C 1,053
4C 1,151
5C 1,198
1A 1,29
2A 1,228
3A 0,929
4A 0,978
5A 1,073
1B 0,987
2B 0,943
Cur 40 3B 0,898
4B 0,964
5B 1,104
1C 0,921
2C 1,102
3C 1,032
4C 0,978
5C 0,954
1A 0,567
2A 0,65
3A 0,673
4A 0,532
5A 0,491
1B 0,639
2B 0,741
Cur 80 3B 0,676
4B 0,586
5B 0,661
1C 0,752
2C 0,656
3C 0,569
4C 0,631
5C 0,512
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Tabela A6 — Valores originais obtidos com a exposi¢ao dos biofilmes de MSSA (ATCC
25923) a diferentes concentragdes de Cur (0, 20, 40 e 80 uM) e dose de luz 5,28 J/cmz, apos
leitura da reducdo do sal de XTT. Araraquara, 2013.

Grupo Amostras  Viabilidade celular

1A 1,122

2A 1,179

3A 1,117

4A 1,132

5A 1,044

1B 1,083

2B 1,213

CL Cur 3B 1,094
4B 1,292

5B 1,096

1C 1,123

2C 1,278

3C 1,245

4C 1,205

5C 1,279

1A 0,165

2A 0,189

3A 0,144

4A 0,168

5A 0,157

1B 0,151

2B 0,182

aPDT Cur 20 3B 0,205
4B 0,213

5B 0,163

1C 0,177

2C 0,165

3C 0,193

4C 0,178

5C 0,146

1A 0,105

2A 0,101

3A 0,113

4A 0,125

5A 0,106

1B 0,096

2B 0,098

aPDT Cur 40 3B 0,111

4B 0,127
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5B 0,116
1C 0,114
2C 0,122
3C 0,109
4C 0,115
5C 0,117
1A 0,063
2A 0,077
3A 0,084
4A 0,049
5A 0,068
1B 0,071
2B 0,062

aPDT Cur 80 3B 0,059
4B 0,053
5B 0,075
1C 0,064
2C 0,1
3C 0,085
4C 0,096
5C 0,047

Tabela A7 — Valores originais obtidos com a exposi¢do dos biofilmes de MRSA (ATCC
33591) a diferentes concentragdes de Cur (0, 20, 40 e 80 uM) em auséncia de iluminagdo,

apos leitura da reducao do sal de XTT. Araraquara, 2013.

Grupo Amostras Viabilidade celular

1A 1,311
2A 1,363
3A 1,416
4A 1,369
5A 1,41
1B 1,382
2B 1,493

CN CurR 3B 1,475
4B 1,452
5B 1,448
1C 1,405
2C 1,318
3C 1,405
4C 1,487
5C 1,399

1A 1,268



2A 1,188
3A 1,138
4A 1,226
5A 1,415
1B 1,237
2B 1,24
Cur20 R 3B 1,192
4B 1,189
5B 1,304
1C 1,149
2C 1,074
3C 1,113
4C 1,102
5C 1,094
1A 1,063
2A 1,087
3A 1,141
4A 1,254
5A 1,203
1B 1,001
2B 1,122
Cur 40 R 3B 1,215
4B 1,002
5B 1,117
1C 0,986
2C 0,911
3C 1,189
4C 1,003
5C 1,183
1A 0,945
2A 0,909
3A 0,708
4A 0,75
5A 0,712
1B 0,696
2B 0,879
Cur 80 R 3B 0,64
4B 0,655
5B 0,608
1C 0,682
2C 0,713
3C 0,667
4C 0,701
5C 0,655
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Tabela A8 — Valores originais obtidos com a exposi¢do dos biofilmes de MRSA (ATCC
33591) a diferentes concentracdes de Cur (0, 20, 40 ¢ 80 uM) e dose de luz 5,28 J/ecm?, apds

leitura da reducdo do sal de XTT. Araraquara, 2013.

Grupo Amostras Viabilidade celular

1A 1,314

2A 1,385

3A 1,444

4A 1,36

5A 1,275

1B 1,337

2B 1,428

CL CurR 3B 1,464
4B 1,114

5B 1,087

1C 1,325

2C 1,059

3C 1,382

4C 1,266

5C 1,304

1A 0,398

2A 0,638

3A 0,442

4A 0,409

5A 0,459

1B 0,46

2B 0,532

aPDT Cur 20 R 3B 0,475
4B 0,557

5B 0,58

1C 0,339

2C 0,399

3C 0,487

4C 0,648

5C 0,344

1A 0,358

2A 0,374

3A 0,373

4A 0,442

5A 0,383

1B 0,367

2B 0,288

aPDT Cur 40 R 3B 0,385
4B 0,243



5B 0,389
1C 0,23
2C 0,319
3C 0,269
4C 0,334
5C 0,276
1A 0,139
2A 0,15
3A 0,159
4A 0,116
5A 0,157
1B 0,151
2B 0,134

aPDT Cur 80 R 3B 0,194
4B 0,172
5B 0,14
1C 0,138
2C 0,153
3C 0,144
4C 0,155
5C 0,148
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Tabela A9 — Valores originais obtidos com a exposi¢ao dos biofilmes de MSSA (ATCC

25923) a diferentes concentragdes de PDZ (0, 50 e 75 mg/L) em auséncia de iluminagdo, apos

48 horas da semeadura em placas de Petri com Mannitol Salt Agar. Araraquara, 2013.

Grupo Amostra Diluicdo Duplicatal Duplicata2 Média UFC/mL Logio
1A 5 285 292 288,5 1154000000 9,062206
2A 5 288 280 284 1136000000 9,055378
3A 5 288 283 285,5 1142000000 9,057666
4A 5 290 297 293,5 1174000000 9,069668
5A 5 286 290 288 1152000000 9,061452
1B 5 289 292 290,5 1162000000 9,065206
2B 5 295 296 295,5 1182000000 9,072617

CN PDZ 3B 5 286 291 288,5 1154000000 9,062206
4B 5 293 296 294,5 1178000000 9,071145
5B 5 295 298 296,5 1186000000 9,074085
1C 5 292 296 294 1176000000 9,070407
2C 5 289 294 291,5 1166000000 9,066699
3C 5 288 293 290,5 1162000000 9,065206
4C 5 296 290 293 1172000000 9,068928
5C 5 298 294 296 1184000000 9,073352
1A 5 210 211 210,5 842000000 8,925312



2A 5 212 205 208,5 834000000 8,921166
3A 5 197 203 200 800000000 8,90309
4A 5 195 198 196,5 786000000 §8,895423
S5A 5 201 196 198,5 794000000 8,899821
1B 5 196 203 199,5 798000000 §,902003
2B 5 203 208 205,5 822000000 8,914872
PDZ 50 3B 5 201 209 205 820000000 8,913814
4B 5 213 200 206,5 826000000 8,91698
5B 5 221 215 218 872000000 8,940516
1C 5 214 208 211 844000000 8,926342
2C 5 222 219 220,5 882000000 8,945469
3C 5 226 221 223,5 894000000 8,951338
4C 5 221 223 222 888000000 8,948413
5C 5 218 216 217 868000000 8,93852
1A 5 113 113 113 452000000 8,655138
2A 5 115 117 116 464000000 8,666518
3A 5 111 128 119,5 478000000 8,679428
4A 5 128 120 124 496000000  8,695482
S5A 5 112 134 123 492000000  8,691965
1B 5 113 115 114 456000000 8,658965
2B 5 121 116 118,5 474000000 8,675778
PDZ 75 3B 5 109 105 107 428000000 8,631444
4B 5 115 109 112 448000000 8,651278
5B 5 122 116 119 476000000 8,677607
1C 5 121 118 119,5 478000000 8,679428
2C 5 123 114 118,5 474000000 8,675778
3C 5 125 121 123 492000000 8,691965
4C 5 108 113 110,5 442000000 8,645422
5C 5 110 106 108 432000000 8,635484
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Tabela A10 — Valores originais obtidos com a exposi¢do dos biofilmes de MSSA (ATCC
25923) a diferentes concentragdes de PDZ (0, 50 ¢ 75 mg/L) e dose de luz 5,28 J/em?, ap6s 48

horas da semeadura em placas de Petri com Mannitol Salt Agar. Araraquara, 2013.

Grupo  Amostra DiluicAo Duplicatal Duplicata2 Média UFC/mL Log;
1A 5 251 259 255 1020000000 9,0086
2A 5 254 258 256 1024000000 9,0103
3A 5 250 257 253,5 1014000000 9,006038
4A 5 258 255 256,5 1026000000 9,011147
5A 5 253 258 255,5 1022000000 9,009451
1B 5 256 254 255 1020000000 9,0086
2B 5 248 250 249 996000000  8,998259

CL PDZ 3B 5 253 249 251 1004000000 9,001734



4B 5 260 255 257,5 1030000000 9,012837
5B 5 249 252 250,5 1002000000 9,000868
1C 5 252 257 254,5 1018000000 9,007748
2C 5 255 259 257 1028000000 9,011993
3C 5 260 254 257 1028000000 9,011993
4C 5 253 249 251 1004000000 9,001734
5C 5 254 248 251 1004000000 9,001734
1A 5 97 106 101,5 406000000 8,608526
2A 5 86 94 90 360000000 8,556303
3A 5 102 105 103,5 414000000 8,617
4A 5 94 102 98 392000000 8,593286
S5A 5 93 99 96 384000000 8,584331
1B 5 100 95 97,5 390000000 8,591065
2B 5 104 97 100,5 402000000 8,604226
aPDT PDZ

50 3B 5 98 103 100,5 402000000 8,604226
4B 5 97 104 100,5 402000000 8,604226
5B 5 102 106 104 416000000 8,619093
1C 5 105 101 103 412000000 8,614897
2C 5 96 100 98 392000000 8,593286
3C 5 101 96 98,5 394000000 8,595496
4C 5 109 103 106 424000000 8,627366
5C 5 95 106 100,5 402000000 8,604226
1A 5 76 72 74 296000000 8,471292
2A 5 73 79 76 304000000 8,482874
3A 5 74 71 72,5 290000000 8,462398
4A 5 84 75 79,5 318000000 8,502427
S5A 5 79 74 76,5 306000000 8,485721
1B 5 74 72 73 292000000 8,465383
2B 5 79 73 76 304000000 8.,482874

aPDT PDZ

75 3B 5 81 78 79,5 318000000 8,502427
4B 5 78 80 79 316000000 8,499687
5B 5 77 78 77,5 310000000 8,491362
1C 5 75 73 74 296000000 8,471292
2C 5 &3 76 79,5 318000000 8,502427
3C 5 78 81 79,5 318000000 8,502427
4C 5 73 79 76 304000000 8,482874
5C 5 75 77 76 304000000 8,482874
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Tabela A1l — Valores originais obtidos com a exposi¢do dos biofilmes de MSSA (ATCC
25923) a diferentes concentragdes de PDZ (0, 50 ¢ 75 mg/L) e dose de luz 50 J/cm?, apos 48

horas da semeadura em placas de Petri com Mannitol Salt Agar. Araraquara, 2013.

Grupo Amostra Diluicdo Duplicata 1 Duplicata2 Média UFC/mL  Logo
1A 6 249 255 252 1,LOIE+09 9,003461
2A 6 253 253 253 1,0OIE+09 9,005181
3A 6 255 249 252 1,01E+09 9,003461
4A 6 248 253 250,5 1E+09 9,000868
5A 6 253 250 251,5 1,01E+09 9,002598
1B 6 257 255 256 1,02E+09 9,0103
2B 6 244 261 252,5 1,01E+09 9,004321
CL PDZ* 3B 6 253 257 255 1,02E+09 9,0086
4B 6 254 262 258 1,03E+09 9,01368
5B 6 245 256 250,5 1E+09 9,000868
1C 6 255 264 259,5 1,04E+09 9,016197
2C 6 248 256 252 1,LOIE+09 9,003461
3C 6 256 253 254,5 1,02E+09 9,007748
4C 6 254 258 256 1,02E+09 9,0103
5C 6 249 254 251,5 1,01E+09 9,002598
1A 3 68 62 65 2600000 6,414973
2A 3 67 63 65 2600000 6,414973
3A 3 71 67 69 2760000 6,440909
4A 3 67 63 65 2600000 6,414973
5A 3 68 62 65 2600000 6,414973
1B 3 62 65 63,5 2540000 6,404834
2B 3 58 60 59 2360000 6,372912
aPDT PDZ
50* 3B 3 69 61 65 2600000 6,414973
4B 3 64 61 62,5 2500000 6,39794
5B 3 67 70 68,5 2740000 6,437751
1C 3 63 59 61 2440000 6,38739
2C 3 58 55 56,5 2260000 6,354108
3C 3 66 59 62,5 2500000 6,39794
4C 3 65 64 64,5 2580000 6,41162
5C 3 64 62 63 2520000 6,401401
1A 3 37 39 38 1520000 6,181844
2A 3 33 36 34,5 1380000 6,139879
3A 3 29 35 32 1280000 6,10721
4A 3 35 33 34 1360000 6,133539
5A 3 33 35 34 1360000 6,133539
1B 3 28 33 30,5 1220000 6,08636
2B 3 35 32 33,5 1340000 6,127105
aPDT PDZ 3B 3 31 37 34 1360000 6,133539



75%

4B
5B
1C
2C
3C
4C
5C

W W W W W W W

31
26
38
34
33
32
31

36
31
34
32
29
37
33

33,5
28,5
36
33
31
34,5
32

1340000
1140000
1440000
1320000
1240000
1380000
1280000

6,127105
6,056905
6,158362
6,120574
6,093422
6,139879
6,10721
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Tabela A12 — Valores originais obtidos com a exposi¢do dos biofilmes de MRSA (ATCC

33591) a diferentes concentracdes de PDZ (0, 50 e 75 mg/L) em auséncia de iluminagdo, apds

48 horas da semeadura em placas de Petri com Mannitol Salt Agar. Araraquara, 2013.

Grupo Amostra Diluicdo Duplicatal Duplicata2 Média UFC/mL Logio
1A 6 289 295 292 1,168E+10 10,06744
2A 6 292 287 289,5 1,158E+10 10,06371
3A 6 293 295 294 1,176E+10  10,07041
4A 6 286 290 288 1,152E+10 10,06145
5A 6 291 288 289,5 1,158E+10 10,06371
1B 6 288 293 290,5 1,162E+10 10,06521
2B 6 293 294 293,5 1,174E+10 10,06967
CN PDZ
R 3B 6 290 296 293 1,172E+10  10,06893
4B 6 287 284 285,5 1,142E+10 10,05767
5B 6 295 288 291,5 1,166E+10 10,0667
1C 6 292 293 292,5 1,17E+10  10,06819
2C 6 291 286 288,5 1,154E+10 10,06221
3C 6 287 283 285 1,14E+10 10,0569
4C 6 292 289 290,5 1,162E+10 10,06521
5C 6 285 292 288,5 1,154E+10 10,06221
1A 6 162 167 164,5 6580000000 9,818226
2A 6 173 175 174 6960000000 9,842609
3A 6 166 170 168 6720000000 9,827369
4A 6 168 173 170,5 6820000000 9,833784
5A 6 171 166 168,5 6740000000 9,82866
1B 6 165 163 164 6560000000 9,816904
2B 6 170 164 167 6680000000 9,824776
PDZ 50
R 3B 6 165 168 166,5 6660000000 9,823474
4B 6 172 165 168,5 6740000000 9,82866
5B 6 166 161 163,5 6540000000 9,815578
1C 6 176 168 172 6880000000 9,837588
2C 6 169 164 166,5 6660000000 9,823474



3C 6 172 166 169 6760000000 9,829947
4C 6 168 165 166,5 6660000000 9,823474
5C 6 174 170 172 6880000000 9,837588
1A 6 126 119 122,5 4900000000 9,690196
2A 6 119 123 121 4840000000 9,684845
3A 6 122 124 123 4920000000 9,691965
4A 6 120 115 117,5 4700000000 9,672098
SA 6 117 114 115,5 4620000000 9,664642
1B 6 125 122 123,5 4940000000 9,693727
2B 6 118 124 121 4840000000 9,684845
PDZ 75
R 3B 6 120 127 123,5 4940000000 9,693727
4B 6 121 123 122 4880000000 9,68842
5B 6 115 123 119 4760000000 9,677607
1C 6 114 116 115 4600000000 9,662758
2C 6 116 121 118,5 4740000000 9,675778
3C 6 123 128 125,5 5020000000 9,700704
4C 6 124 118 121 4840000000 9,684845
5C 6 117 114 115,5 4620000000 9,664642
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Tabela A13 — Valores originais obtidos com a exposi¢do dos biofilmes de MRSA (ATCC
33591) a diferentes concentra¢des de PDZ (0, 50 e 75 mg/L) e dose de luz 5,28 J/cm?, apds 48

horas da semeadura em placas de Petri com Mannitol Salt Agar. Araraquara, 2013.

Duplicata Duplicata

Grupo Amostra Diluicdo 1 2 Média UFC/mL Log10
1A 6 237 241 239 9560000000 9,980458

2A 6 225 230 227,5 9100000000 9,959041

3A 6 223 226 2245 8980000000 9,953276

4A 6 241 237 239 9560000000 9,980458

5A 6 232 226 229 9160000000 9,961895

1B 6 241 235 238 9520000000 9,978637

2B 6 236 242 239 9560000000 9,980458

CL PDZR 3B 6 230 236 233 9320000000 9,969416
4B 6 228 234 231 9240000000 9,965672

5B 6 231 226 228.5 9140000000 9,960946

1C 6 245 240 2425 9700000000 9,986772

2C 6 236 233 234.5 9380000000 9,972203

3C 6 241 239 240 9600000000 9,982271

4C 6 244 249 246,5 9860000000 9,993877

5C 6 231 234 2325 9300000000 9,968483

1A 6 98 102 100 4000000000 9,60206

2A 6 89 94 91,5 3660000000 9,563481

3A 6 93 97 95 3800000000 9,579784
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4A 6 95 92 935 3740000000 9,572872
5A 6 102 94 98 3920000000 9,593286
1B 6 87 91 89 3560000000 9,55145
2B 6 101 103 102 4080000000 9,61066
aPDT PDZ 50
R 3B 6 99 91 95 3800000000 9,579784
4B 6 92 8 89 3560000000 9,55145
5B 6 96 97 96,5 3860000000 9,586587
1C 6 104 8 56 2240000000 9,350248
2C 6 97 94 955 3820000000 9,582063
3C 6 94 99 96,5 3860000000 9,586587
4C 6 100 95 975 3900000000 9,591065
5C 6 98 101 99,5 3980000000 9,599883
1A 6 39 42 405 1620000000 9,209515
2A 6 50 46 48 1920000000 9,283301
3A 6 35 41 38 1520000000 9,181844
4A 6 37 43 40 1600000000 9,20412
5A 6 45 48 465 1860000000 9,269513
1B 6 41 45 43 1720000000 9,235528
2B 6 42 48 45 1800000000 9,255273
aPDT PDZ 75
R 3B 6 38 41 395 1580000000 9,198657
4B 6 43 39 41 1640000000 9,214844
5B 6 39 40 395 1580000000 9,198657
1C 6 44 39 415 1660000000 9,220108
2C 6 51 46 485 1940000000 9,287802
3C 6 47 51 49 1960000000 9,292256
4C 6 43 46 445 1780000000 9,25042
5C 6 46 52 49 1960000000 9,292256

Tabela Al4 — Valores originais obtidos com a exposi¢do dos biofilmes de MRSA (ATCC
33591) a diferentes concentracdes de PDZ (0, 50 ¢ 75 mg/L) e dose de luz 50 J/em?, apos 48

horas da semeadura em placas de Petri com Mannitol Salt Agar. Araraquara, 2013.

Grupo Amostra Diluicdo Duplicatal Duplicata2 Média UFC/mL Logl0

1A 6 276 286 281 1,12E+10 10,05077
2A 6 287 283 285 1,14E+10 10,0569
3A 6 278 289 283,5 1,13E+10 10,05461
4A 6 285 292 288,5 1,15E+10 10,06221
SA 6 283 288 285,5 1,14E+10 10,05767
1B 6 278 285 281,5 1,13E+10 10,05154
2B 6 288 282 285 1,14E+10 10,0569
CL PDZ R* 3B 6 285 279 282 1,13E+10 10,05231



4B 6 291 286 288,5 1,15E+10 10,06221
5B 6 283 289 286 1,14E+10 10,05843
1C 6 289 293 291 1,16E+10 10,06595
2C 6 279 285 282 1,13E+10 10,05231
3C 6 278 276 277 I,11E+10 10,04454
4C 6 275 279 277 I,11E+10 10,04454
5C 6 286 284 285 1,14E+10 10,0569
1A 5 72 77 74,5  2,98E+08 8,474216
2A 5 66 70 68 2,72E+08 8,434569
3A 5 82 73 77,5  3,1E+08 8,491362
4A 5 71 84 77,5  3,1E+08 8,491362
S5A 5 72 79 75,5  3,02E+08 8,480007
1B 5 79 83 81 3,24E+08 8,510545
2B 5 81 78 79,5  3,18E+08 8,502427
aPDT PDZ 50
R* 3B 5 76 84 80 3,2E+08 8,50515
4B 5 75 80 77,5  3,1E+08 8,491362
5B 5 69 75 72 2,88E+08 8,459392
1C 5 74 79 76,5  3,06E+08 8,485721
2C 5 76 82 79 3,16E+08 8,499687
3C 5 80 78 79 3,16E+08 8,499687
4C 5 72 76 74 2,96E+08 8,471292
5C 5 77 83 80 3,2E+08 8,50515
1A 5 44 34 39 1,56E+08 8,193125
2A 5 28 31 29,5 1,18E+08 8,071882
3A 5 45 37 41 1,64E+08 8,214844
4A 5 36 33 34,5 1,38E+08 8,139879
SA 5 39 33 36 1,44E+08 8,158362
1B 5 35 29 32 1,28E+08 8,10721
2B 5 33 35 34 1,36E+08 8,133539
aPDT PDZ 75
R* 3B 5 39 34 36,5 1,46E+08 8,164353
4B 5 36 30 33 1,32E+08 8,120574
5B 5 37 33 35 1,4E+08 8,146128
1C 5 41 34 37,5 1,5E+08  8,176091
2C 5 32 33 32,5 1,3E+08 §8,113943
3C 5 34 34 34 1,36E+08 8,133539
4C 5 39 31 35 1,4E+08 8,146128
5C 5 31 36 33,5 1,34E+08 8,127105
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Tabela A15 — Valores originais obtidos com a exposi¢ao dos biofilmes de MSSA (ATCC

25923) a diferentes concentragdes de PDZ (0, 50 e 75 mg/L) em auséncia de iluminagdo, apos

leitura da redugdo do sal de XTT. Araraquara, 2013.

Grupo Amostras

Viabilidade celular

1A 1,408
2A 1,44
3A 1,396
4A 1,427
5A 1,388
1B 1,432
2B 1,386
CNPDZ 3B 1,388
4B 1,39
5B 1,418
1C 1,408
2C 1,399
3C 1,386
4C 1,425
5C 1,44
1A 1,341
2A 1,206
3A 1,233
4A 1,275
5A 1,192
1B 1,289
2B 1,242
PDZ 50 3B 1,253
4B 1,235
5B 1,248
1C 1,241
2C 1,226
3C 1,24
4C 1,256
5C 1212
1A 1,109
2A 1,145
3A 1,22
4A 1,179
5A 1,272
1B 1,142
2B 1,123
PDZ 75 3B 1,138
4B 1,102



5B
1C
2C
3C
4C
5C

1,098
1,129
1,138
1,129
1,119
1,133
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Tabela A16 — Valores originais obtidos com a exposi¢ao dos biofilmes de MSSA (ATCC
25923) a diferentes concentracdes de PDZ (0, 50 ¢ 75 mg/L) e dose de luz 5,28 J/cm?, apos

leitura da reducao do sal de XTT.

Grupo Amostras Viabilidade celular
1A 1,412
2A 1,382
3A 1,428
4A 1,435
5A 1,35
1B 1,389
2B 1,421

CL PDZ 3B 1,443
4B 1,399
5B 1,431
1C 1,416
2C 1,333
3C 1,402
4C 1,387
5C 1,411
1A 0,992
2A 0,935
3A 0,946
4A 0,91
5A 0,911
1B 0,922
2B 0,914

aPDT PDZ 50 3B 0,912
4B 0,898
5B 0,945
1C 0,893
2C 0,922
3C 0,934
4C 0,935
5C 0,936
1A 0,803
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2A 0,792
3A 0,797
4A 0,781
S5A 0,785
1B 0,783
2B 0,789
aPDT PDZ 75 3B 0,826
4B 0,855
5B 0,773
1C 0,803
2C 0,802
3C 0,801
4C 0,794
5C 0,812

Tabela A17 — Valores originais obtidos com a exposi¢ao dos biofilmes de MSSA (ATCC
25923) a diferentes concentragdes de PDZ (0, 50 e 75 mg/L) e dose de luz 50 J/em?, apos
leitura da reducao do sal de XTT.

Grupo Amostras Viabilidade celular
1A 1,381
2A 1,473
3A 1,391
4A 1,322
5A 1,422
1B 1,433
2B 1,387

CL PDZ* 3B 1,388
4B 1,376
5B 1,402
1C 1,445
2C 1,393
3C 1,419
4C 1,406
5C 1,378
1A 0,641
2A 0,623
3A 0,643
4A 0,618
5A 0,626
1B 0,641
2B 0,655

aPDT PDZ 50* 3B 0,632



4B 0,643
5B 0,654
1C 0,656
2C 0,648
3C 0,653
4C 0,635
5C 0,654
1A 0,166
2A 0,163
3A 0,173
4A 0,166
5A 0,164
1B 0,171
2B 0,168

aPDT PDZ 75* 3B 0,165
4B 0,168
5B 0,173
1C 0,164
2C 0,165
3C 0,164
4C 0,162
5C 0,191
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Tabela A18 — Valores originais obtidos com a exposi¢do dos biofilmes de MRSA (ATCC

33591) a diferentes concentragdes de PDZ (0, 50 e 75 mg/L) em auséncia de iluminagao, apos

leitura da reducdo do sal de XTT. Araraquara, 2013.

Grupo

Amostras Viabilidade celular

CNPDZR

1A
2A
3A
4A
5A
1B
2B
3B
4B
5B
1C
2C
3C
4C
5C

1,433
1,442
1,453
1,472
1,451
1,448
1,436
1,449
1,452
1,45

1,397
1,435
1,425
1,446
1,458
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1A 1,394
2A 1,365
3A 1,385
4A 1,388
5A 1,38
1B 1,402
2B 1,388
PDZ 50 R 3B 1,391
4B 1,378
5B 1,369
1C 1,374
2C 1,376
3C 1,382
4C 1,387
5C 1373
1A 1,357
2A 1,351
3A 1,295
4A 1,342
5A 1,335
1B 1,346
2B 1,329
PDZ 75 R 3B 1,327
4B 1,332
5B 1,34
1C 1,296
2C 1,348
3C 1,338
4C 1,352
5C 1,344

Tabela A19 — Valores originais obtidos com a exposi¢do dos biofilmes de MRSA (ATCC
33591) a diferentes concentragdes de PDZ (0, 50 ¢ 75 mg/L) e dose de luz 5,28 J/cm?, apos
leitura da reducao do sal de XTT.

Grupo Amostras Viabilidade celular
1A 1,435
2A 1,421
3A 1,43
4A 1,422
5A 1,448
1B 1,444

2B 1,436



CLPDZR 3B 1,462
4B 1,443
5B 1,445
1C 1,438
2C 1,452
3C 1,44
4C 1,437
5C 1,449
1A 1213
2A 1,198
3A 1,202
4A 1,215
5A 1,207
1B 1,212
2B 1,204

aPDT PDZ 50 R 3B 1,189
4B 1,195
5B 1,201
1C 1,206
2C 1,205
3C 1,194
4C 121
5C 1,204
1A 1,045
2A 1,083
3A 1,008
4A 1,068
5A 1,075
1B 1,063
2B 1,076

aPDT PDZ 75 R 3B 1,065
4B 1,062
5B 1,077
1C 1,042
2C 1,044
3C 1,058
4C 1,054
5C 1,063
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Tabela A20 — Valores originais obtidos com a exposi¢do dos biofilmes de MRSA (ATCC
33591) a diferentes concentragdes de PDZ (0, 50 ¢ 75 mg/L) e dose de luz 50 J/em?, apos
leitura da redugdo do sal de XTT.

Grupo Amostras Viabilidade celular

1A 1,441

2A 1,417

3A 1,425

4A 1,424

S5A 1,438

1B 1,442

2B 1,437

CL PDZ R* 3B 1,444
4B 1,446

5B 1,418

1C 1,443

2C 1,436

3C 1,447

4C 1,439

5C 1,443

1A 0,838

2A 0,839

3A 0,825

4A 0,837

5A 0,842

1B 0,835

2B 0,841

aPDT PDZ 50 R* 3B 0,828
4B 0,828

5B 0,836

1C 0,839

2C 0,834

3C 0,841

4C 0,833

5C 0,827

1A 0,23

2A 0,243

3A 0,248

4A 0,278

5A 0,28

1B 0,258

2B 0,246

aPDT PDZ 75 R* 3B 0,256

4B 0,273



5B
1C
2C
3C
4C
5C

0,263
0,254
0,253
0,238
0,256
0,245
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