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1. RESUMO

A Terapia Fotodinamica ¢ uma modalidade médica baseada na interagdo entre luz e
fotossensibilizador, na presenga do oxigénio, visando causar morte celular. Quando
iluminado com comprimento de onda adequado, interage com o oxigénio celular
resultando em espécies reativas capazes de induzir a inviabilizagdo de células,
acometendo sua morte. O controle da biodistribui¢do do agente fototerapéutico
assegura a seletividade da terapia, visto que o processo dindmico sO ocorre na area

irradiada.

O tratamento de patologias dermatoldgicas pela Terapia Fotodindmica estd em
desenvolvimento desde o final dos anos 70, porém pouco explorado, possivelmente
devido a descobertas de drogas antimicrobianas. Apo6s pouco tempo de uso dessas
drogas como agentes terapéuticos, observou-se a resisténcia de alguns micro-
organismos, fato que dificulta o tratamento, tornando-se necessario o desenvolvimento
de novos métodos terapéuticos, como por exemplo, a retomada de estudos sobre a

terapia fotodinamica antimicrobiana.

A Leishmaniose cutanea ¢ uma dentre as variantes da doenga tegumentar freqiiente
nas regides brasileiras, principalmente no norte e nordeste do pais. Uma infecgdo
causada pelo protozoario Leishmania Major afeta  pele e mucosa com o
desenvolvimento de ulceras. Seu tratamento consiste basicamente de poucos farmacos
como os antimoniais € a pentamidina, que além de apresentarem efeitos colaterais

importantes, muitas vezes sao ineficazes devido a aquisicao de resisténcia pelo parasito.

Este estudo teve por objetivo avaliar a acdo do efeito fotodindmico na viabilidade de
promastigotas de Leismaniase Major, utilizando Sal de Curcumina como agente

fotossensibilizador.

Palavras — chave: Terapia Fotodindmica; Leishmaniose; Sal de Curcumina.



2. INTRODUCAO

A Terapia Fotodinamica (TFD) é um procedimento conhecido no campo da
medicina clinica para o tratamento de inimeras doencas (SCHASTAK et al., 2005),
em que sua primeira experimentagdo relatada tem registro em 1900 quando RAAB
verificou o efeito letal da acridina em Paramecium caudatum na presenga de luz solar e
ar. Mais tarde Von Tappeiner, instituiu o termo fotodinadmica apds experimento com
reagdo entre a luz e oxigénio (VON TAPPEINER, 1904). Entretanto, as pesquisas em

torno dessa modalidade médica ganharam grande forca nas ultimas décadas.

Como exemplos de moléstias onde a Terapia fotodindmica obteve éxito no
tratamento podem ser citadas a onicomicose (WOLF et al., 1994), situagdes auto-
imunes (LEVY et al.,1995), verrugas (ABRAMSON et al., 1992), degeneragdo da
macula devido a idade (DMRI), infestagdo bacteriana, micoses, artrite, reumatdide
sist€émica, entre outras (ALEXANDRATOU; YOVA; LOUKAS; 2005; SIMPLICIO;
MAIONCHI; HIOKA, 2002).

Uma vertente deste processo surge com o objetivo de combater
microorganismos. Trata-se da Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (VAN DER
MEULEN et al., 1997). A técnica baseia-se na maior afinidade do fotossensibilizante

pelos microorganismos.

Apbds a absor¢do da luz, o fotossensibilizante na presenca de oxigénio
desencadeia varios processos fotofisicos, envolvendo espécies reativas oxidativas,
estimulando a indugdo e producao de espécies reativas de oxigénio que atacam sitios

especificos dos sistemas celulares (TOME, 2002).

O agente fotossensibilizante, ao ser irradiado com comprimento de onda
adequado ¢ excitado para um estado singleto. As moléculas deste estado podem decair
retornando ao estado fundamental com emissao de luz fluorescente ou calor, ou ainda
transferir energia para o oxigénio através de cruzamento inter-sistemas. Neste estado
ocorrem emissao de elétrons que reagem com o oxigénio formando reativo (oxidativo),

onde a espécie de oxigénio pode ser gerado a partir de dois processos distintos :

* Processo I: gera radicais livres reativos, perdxidos e superdxidos, via

transferéncia de elétrons ou hidrogénio com 4gua ou uma biomolécula.



* Processo II: o fotossensibilizante no estado tripleto interage com o oxigénio via

processo de transferéncia de energia gerando oxigénio singleto.

O processo de reagdo quimica descrito acima ocorre devido ao pico de absor¢ao
da luz pelo fotossensibilizante em uma determinada janela da luz visivel em seu
comprimento de onda adequado. Como por exemplo a curcumina, que apresenta um
pico de absor¢ao na regido espectral de 430 nm, relativamente baixa e caracteristicas
adequado a Terapia Fotodindmica como toxicidade minima no escuro sendo somente
citotoxico na presenga de luz. Seu produto de degradacdo ndo apresenta
fotossensibilidade e ¢ rapidamente excretado pelo corpo promovendo a menor
toxicidade sist€émica possivel, possuindo uma alta eficiéncia quantica para o evento
fotoquimico (FICKWEILER, S. et al, 1999; ACKROYD et al.,, 2001; DETTY;
GIBSON; WAGNER, 2004; KARMAKOVA et al., 2006), e um alto coeficiente de
absorc¢do, onde o comprimento de onda da luz permanece energético o suficiente para
produzir oxigénio singleto (OCHSNER, 1997), podendo reagir eficientemente tanto

com moléculas vizinhas como com o oxigénio.

Nesse contexto, a Terapia Fotodindmica surge como uma boa alternativa para a
inibi¢do de micro-organismos resistentes as drogas convencionais. Uma das grandes
vantagens dessa técnica ¢ que nao ha relatos de mutagdes (GOLDSTEN et al., 1985), o
que implica na seguran¢a de aplicagdo dessa modalidade terapéutica, permitindo que
esta seja repetida inumeras vezes sem causar danos aos tecidos sadios (JORI et al.,
2006). Outro fator extremamente importante € o baixo custo € a pouca invasdo da
técnica, possibilitando assim sua realizagdo até mesmo em ambulatorios, sem a

necessidade de internacao.

A leishmaniose ¢ uma doenga infectoparasitaria que acomete o homem, causada
por varias espécies de Leishmania (GONTIJO; CARVALHO, 2003; AMIM;
MANISALL 2000). E uma infecgdo intracelular causada mais frequentemente pela L
Major, L(Viannia) braziliensis, L amazonensis ou mais raramente pelo L. panamensis e,
L guianensis. A transmissdo ¢ realizada por um vetor classificado como flebotomo, de
gene Lutzomia (COSTA et al., 2003). Ocorre de forma predominante na Africa, Asia,
América do Sul, Oriente Médio e regido mediterranea (AMIM; MANISALI, 2000;
ANTONOVICH et al., 2004).



Em 2000, 88% dos casos de leishmaniose registrados no Brasil estavam no
Nordeste . Em 2008, porém, a regido passou a ter 48% do total do pais, enquanto no
mesmo periodo os niimeros evoluiram de 17% para 48% nas regides Norte, Sudeste e
Centro-Oeste. Ja quanto ao tipo tegumentar, entre 2000 e 2008 foram notificados
238.749 casos no pais. A incidéncia atual chega a 26.528 novos registros por ano, de

acordo com o Ministério da Saude (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

O ciclo da infec¢@o envolve dois estagios: a fase amastigota ocorre na forma de
parasitas presentes em hospedeiros, como humanos, cdes e roedores. Os parasitas
invadem macrofagos e outras células reticuloendoteliais € multiplicam-se na corrente
sanguinea. Quando o inseto fémea (fleb6tomo) se alimenta do sangue de animais
infectados, os parasitas em seu organismo se desenvolvem e passam a fase pro-
mastigota. O ciclo é completado quando o inseto inocula outro hospedeiro,

desenvolvendo a doenca. (AMIM MANISALLI, 2000).

Existem trés entidades clinicas causadas pela leishmaniose tegumentar: a
variante cutanea, cutanea difusa e muco-cutinca(AMIM MANISALI, 2000;
ANTONOVICH et al, 2004). A leishmaniose cutanea ¢ definida por lesdes
exclusivamente na pele, no ponto de inoculacdo de parasitas pro-mastigotas (GONTLO,
CAVALH, 2003). As lesdes se manifestam como papula eritematoso que progride a
noédulo. Pode haver a presenca de adenopatia com ou sem associagdo a linfagite. Podem
ocorrer possiveis formas impetigoide, liquenoide, tuberculosa ou lupoide, nodular,

vegetante ou ectimat6ide(GONTIJO, CARVALHO, 2003).

Também pode-se desenvolver crostas (AMIM;MANISALI, 2000). A ocorréncia
de linfoadenopatia regional geralmente precede o surgimento das ulceragdes entre 1 e
12 semanas. Na maioria dos casos a infecg¢do progride e, apds um periodo de latancia
clinica de varios meses, surgem lesdes cutdnea e/ou mucosas consequente, a

disseminagdo hematogénica e/ou linfatica (GONTIJO, CARVALHO, 2003).

A leishmaniose muco-cutdnea ¢ uma variagdo clinica, mais prevalente na
América do Sul, caracterizada por nddulos sintomaticos mais freqiientes em membros
inferiores, com posterior ulceracdo. Ocorre frequentemente linfagite. Estima-se que
40% dos pacientes desenvolvam lesdes secundarias no complexo naso-faringeo com

evidente obstrucdo nasal, perfuragdo de septo e destruicdo da cartilagem nasal (AMIM;
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MANISALIL 2000; COSTA et al., 2003; VERONESI, FOCACCIA, 1997), sendo que
seu periodo de incuba¢do de duas semanas a varios meses (GONTIJO, CARVALHO,
2003).

De forma sucinta, o diagnostico € clinico e coadjuvado com outros exames,
como o teste de intradesmorreacdo de Montenegro ¢ a bidpsia da lesdo em que se
procede ao esfregaco direto, sendo possivel fazer cultura em hamster ou exame
histopatologico propriamente dito, com a visualizacdo do protozodrio intracelular
(AMIM; MANISALI, 2000; VERA et al., 2001; SAMPAIO et al., 2002; PRATA et al.,
2003).

Tendo em vista que a Leishmaniose ¢ uma doenga emergente e pouco estudada e
seu tratamento atual consiste basicamente de poucos farmacos como os antimoniais € a
pentamidina, que além de apresentarem efeitos colaterais importantes, muitas vezes sdo
ineficazes devido a aquisicdo de resisténcia pelo parasito, faz-se necessario o
desenvolvimento de pesquisas que visem a descoberta de novos tratamentos. A Terapia
Fotodinamica antimicrobiana pode vir a se constituir uma atrativa alternativa de
tratamento local dessa infec¢do, caso seja demonstrada sua eficacia no controle in vitro

de promastigotas de Leishmania Major.

3. REVISAO TEORICA

3.1. Agente Fotossensibilizador

A curcumina ¢ um dos ativos biologicos ativos presente no agafrdo de intensa
cor amarela. Como fotossensibilizante apresenta um pico de absor¢do na regido
espectral de 430 nm. Seu produto de degradagdo nao apresenta fotossensibilidade e ¢
rapidamente excretado pelo organismo e possui um alto coeficiente de absor¢ao, onde o
comprimento de onda da luz permanece energético em tempo suficiente para produzir
oxigénio singleto (OCHSNER, 1997), podendo reagir eficientemente tanto com

moléculas vizinhas como com o oxigénio.
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3.2. Ainteracido da luz com o tecido

A absor¢ao da radiacdo pelo tecido equivale a energia transportada pelo foton. Este
processo ¢ descrito pelo modelo matematico ETR (equagdo de transporte da
radiag¢do, Wilson e Patterson 2008), onde a quantidade fundamental da ETR ¢ a
radiancia de energia, L(1,€2), definida como a poténcia radiante transportada em r na
direcdo de Q por unidade de angulo sdlido por unidade de area perpendicular para
essa direcdo. A unidade SI ¢ W m™ sr . A ativacdo do fotossensibilizador pode
ocorrer por foton eminentes de qualquer direcdo, de modo que a radiancia para o
angulo solido (4m) controla a taxa de ativagao fotoquimica, tal quantidade ¢ chamada
de taxa da fluéncia de energia, Eo(r) ¢ sua unidade é dada por Wm™. Embora as
unidades de taxa da fluéncia de energia tenha a mesma unidade da irradiancia, no
entanto essa ultima refere-se a superficie particular, a vista que a taxa de fluéncia de
energia pode ser definida e medido no espaco livre ou fora do tecido. O coeficiente
de absorc¢do linear ¢ dado por u, e o coeficiente de espalhamento por u, (€2° —Q),
onde €’ e Q sdo a propagacao das direcdes antes e depois do espalhamento. Todos
os coeficientes de interagdo pdoem ser fun¢do de posi¢cdo, de modo que ETR depende

do tempo final (Equaciio 1) e ¢ a velocidade a luz no tecido.
0
—5. L0 0+ VLo D+ [ al) + sMILE L0

=f4nL(r, ,t) s(r, - )d +5(, ,t) (Equagiol)

Para simplificagdo dos calculos ¢ assumido a condi¢do monocromatica da luz, em
condi¢des de amplo espectro ¢ ignorado o espalhamento ineldstico e a fluorescéncia

e o termo S(r, ,t) representa a origem que pode ser tanto fontes de luz externa

12
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como implantados de fibras optica, quanto distribuicdo de dispersdo de primeiros
eventos de um fonte externa, como feixe de laser e de LED (Wilson e Petterson,

2008).

3.3. Topicos de espectrofotometria

A regra de selecdo para as transigdes vibronica (entre niveis de diferentes curvas de
energia) equivale ao principio de Franck-Condon, e a probabilidade entre essa
transicao induzido por um campo elétrico pulsado ¢ dado pela quadrado da integral
espacial e de spin do produto das partes vibracionais das fungdes de onda dos
estados vibronicos terminais, o que se aproximam das fungdes de onda do oscilador
harmoénico. No entanto, algumas particularidades devem ser consideradas segundo

Adalberto B. M. S. Bassi, 2001:

e As separagoes nucleares mais provaveis ocorrem proximo a compressao e d
distengdo maxima da liga¢do, exceto para nivel vibronico fundamental
(dareas sombreadas laterais sdo maiores que as centrais, (Figura 1).

e A velocidade eletronica é maior em mil vezes a nuclear, consequéncia da
aproximag¢do de Born-Oppenheimer, ou seja, “momento ao longo do
movimento  roto-vibracional, a  distribuicdo  eletronica  espacial
instantaneamente se ajusta ds correspondentes posicoes nucleares, de

modo a manter sempre minima a energia molecular”.



Energla

> D

Figura 1: Duas curvas de potencial mostrando os estados vibracionais a cada estado eletronico. As areas
sombreadas correspondem as densidades de probabilidade. As linhas verticais representam as transi¢oes

vibronicas.

3.4. Mecanismos de citotoxicidade mediada pela TFD

A morte celular (Figura 1) causada pela TFD pode ocorrer de trés modos:
apoptose (mais comum), necrose e autofagia. Apos a acdo fotodindmica, a
permeabilidade da membrana externa da mitocondria é controlada pela Bcl-2 e
também pelo p-53, por isso a fotodegradacdo da membrana ligada ao Bcl-2, devido a
ativagdo do FS associado a mitocondria pode ser um sinal de permissdo para a
permeabilidade da membrana mitocondrial externa e liberagdo dos ativadores tais,
como citocromo ¢ e Smac / DIABLO ou outras moléculas pré-apoptéticas, incluindo o
fator AIF.

A ruptura da membrana lisossomial e a liberacdo de lisossomos (catepsinas)

induzem a clivagem e a permeabilizacdo da membrana externa.

14



15

Normalmente, a inibi¢do ou deficiéncia genética de caspases somente atrasa a
fototoxicidade ou induz & morte celular por necrose. No entanto, estudos recentes
apontam que certas formas de necrose podem ser propagadas através de vias de
transducao de sinal.

Os danos causados pela luz podem também induzir ao estresse oxidativo
devido ao acumulo de EROS no citoplasma, que por sua vez estimulam a autofagia.
Esse processo ocorre no lisossomo e € responsavel pela reciclagem de proteinas
intracelulares e organelas, além de preservar a Vviabilidade celular

(AGOSTINIS,P.,BERG,K.,CENGEL.K.A. et al.,2001).

“Eat Me”

1 \ Signals
( DAMPs )
2 Q00 HMGB1

O\O

A
“Find Me” utophagosomes
Signals
~ ATP/MSU
APOPTOSIS NECROSIS AUTOPHAGY-ASSOCIATED
CELL DEATH

Figura 2. Apoptdse, necrose e autofagia. A apoptose é morfologicamente caracterizada pela
condensacdo da cromatina, clivagem de DNA cromossdmico em fragmentos internucleossémica.
Normalmente, as células apoptdticas liberam sinais necessdrios para a eliminagdo de corpos celulares
fagocitados. Por sua vez, a necrose é caracterizada morfologicamente pela vascularizagdo do
citoplasma, inchago e ruptura da membrana do plasma, resultando em uma reacgao inflamatéria devido
a libertacdo do conteldo celular e de moléculas pré-inflamatédrias. Classicamente, é desencadeada
devido a presenca de eventos patoldgicos, que por sua vez sdo incompativeis com a sobrevivéncia da
célula. A bioquimica da necrose é caracterizada principalmente em termos negativos pela auséncia da
ativacdo da caspase, liberagdo de citocromo c e fragmentagdo de DNA oligonucleosomal. Autofagia é
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caracterizada por uma massiva vascularizacdo do citoplasma. A degradacdo autofdgica citoplasmatica
requer a formagdo de uma dupla membrana de estrutura chamada autofagossomo, que sequestra os
componentes citoplasmaticos, bem como organelas e transporta-os para os lisossomos. Autofagossomo
é a fusdo dos resultados na degradagdo dos componentes citoplasmaticos pelas hidrolases lisossomiais.
Em organismos adultos, a fungdo autofagica como uma via de auto-digestdo promove a sobrevivéncia
das células num meio adverso e como um mecanismo de controle de qualidade, removendo organelas
danificadas, metabdlitos téxicos, ou patdgenos intracelulares. DAMPs indica danos moleculares; HSPs,
proteinas em choque térmico; HMGB1, de alta mobilidade do grupo de proteinas B1; IL, interleucina;
ATP / MSU, a adenosina trifosfato / urato monossédico (AGOSTINIS,P.,BERG,K.,CENGEL.K.A.,et al.,2001).

4. MATERIAIS

Parasita: L. Major IOC — 581 e IOC — 2821, ambas doadas pela Fundagao Oswaldo
Cruz e cedidas gentilmente pela Faculdade de Medicina Veterinaria da Unesp de

Botucatu.

Os parasitas foram cultivados em meio LIT, armazenados a temperatura entre 22°C.

- . N L L L
Fotossensibilizante: Curcumina em concentrac¢do de 0,75 —; 1 2. 1,25 %

e

mL’ ~ mL

Fonte luminosa: Bio Table - comprimento de onda de 430 nm em poténcia de 35 J/cm™
Camara Neubauer.

Phosphate Buffered Saline (PBS).

Meios de cultura: LIT (Liver infusion triptose), NNN (Novy-McNeal- Nicolle), Caldo

BHI (Brain heart infusion) teste de susceptibilidade aos antimicrobianos.
Microscopio.

S. PROCEDIMENTOS



Para a avaliacdo da Terapia Fotodindmica sobre Leishmania Major, foram
utilizadas suspensdes de promastigotas em uma concentracio de 10°/mL, da cepa IOC-

2821.

A curcumina foi preparada utilizando dimetilsuféxido 10%, em uma solucdo
estoque de 300 mg/ mL, a partir da qual foram feitas dilui¢des para a obtencdo das
concentragdes finais de 0,75 mg/mL, 1,0 mg/mL e 1,25 mg/mL (solugdes de

tratamento).

Para a irradiagdo das amostras foi utilizado um sistema de iluminagdo composto
por LED’s azuis em um arranjo de uma mesa difusora, cujo comprimento de onda de
430 nm, a uma poténcia de 35 Mw/cm?, que em funcio do tempo de iluminacio de 24
minutos e 20 segundos, fornece uma energia de 50 J/ cm” pela qual as amostras foram

irradiadas.

Titulada de “BioTable”, a fonte luminosa foi desenvolvida no Instituto de Fisica
da Universidade de Sao Paulo — campus de Sdo Carlos e cedida gentilmente para a

realizagdo do experimento.

Para a avaliagdo do efeito fotodinamico, a cepa foi cultivada em meio LIT e
NNN, centrifugada em 2500 rpm e posteriormente diluida em PBS para a padronizagao

da solugao.

Da suspensao padronizada foram transferidos 900uL para cada pogo, num total
de 24 pogos por placa (modelo de placa para o qual o equipamento de LED’s foi
desenvolvido), e acrescentado mais 100uL da solugdo de tratamento a cada pocgo,
compondo uma solu¢ao de ImL por pogo. As placas foram encubadas no escuro por 20

minutos e posteriormente submetidas a irradiagao.
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A suspensao obtida foi analisada sob o critério de dois parametros: motilidade e
quantidade, via técnica de contagem utilizando camara Neubauer, a fim de registrar a
concentracdo de promastigotas para a comparacdo das amostras antes € apds serem

submetidas a a¢ao fotodinamica.

Para o grupo controle foram transferidos 900uL para cada pogo e acrescentado
mais 100uL de dgua milig. As 6 amostras desse grupo foram encubadas no escuro e
ap6s 20 minutos foram contadas. Transcorridos 24 minutos e 20 segundos, equivalente
ao tempo de irradiagdo, as 6 amostras foram contadas novamente, sob as mesmas

condigoes.

Assim foram testadas 3 condigdes experimentais com 6 repeticdes para cada
uma ¢ mais o grupo controle, também composto por 6 repeticdes, o qual ndo foi

fotossensibilizado pela curcumina nem iluminado com LED.

Todos os procedimentos foram realizados nas dependéncias do departamento de

Parasitologia.

6. RESULTADOS E DISCUSSOES

Analise Estatistica - Sob a acio do fotossensibilizador

As andlises estatisticas objetivaram primeiramente verificar a eficicia da agao
fotodinamica para a erradicagdo das promastigotas, frente as diferentes concentragdes
do agente fotossensibilizante com o grupo controle que ndo recebeu o tratamento.

Ressaltamos que as analises estatisticas minuciosas referentes a diferenca de

concentracdo de promastigotas antes e depois da irradiagdo sdao dispensadas, uma vez
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que os resultados obtidos sdo superiores a 95% nos trés tratamentos e os desvios-
padrdes sao minimos, confluindo flutuagdes insignificantes nos dados, como podemos
comparar nos graficos abaixo e posteriormente na tabela 1. No entanto, para uma
afirmagao concreta quanto a diferenca dos tratamentos empregados, foi feito o teste de
analise de variancia, baseando-se nos dados das propor¢des antes e apds os tratamentos
(conforme tabela 2).

Para melhor visualizacao adotaremos T1 ao tratamento com Curcumina a 0,75
mg/mL, T2 ao tratamento com Curcumina a 1 mg/mL e T3 ao tratamento com

Curcumina a 1,25 mg/ML.

Tratamento utilizando concentragdo de Curcumina a 0,75 mg/mL

120,00 - @ Antes do Experimento B Depois do Experimento

98,75
100,00 - 95,00 90,50

80,00 -

60,00 -

40,00 -

20,00 -

0,00 -

Concentragdo de L. Major - 1075 unidades/mL

1 2 3 4 5 6
Amostras

Figura 3: Grafico representativo da resposta ao tratamento utilizando Curcumina na concentragao de

0,75 mg/mL

Pela andlise do grafico, verificamos que houve uma reducao de 98.73%, 100%,

96.12%, 98.18%, 99.17% e 99.72%, nas amostras de 1 a 6, respectivamente.

Tratamento utilizando concentragdo de Curcumina a 1,0 mg/mL
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Figura 4: Grafico representativo da resposta ao tratamento utilizando Curcumina na concentragido de

1 mg/mL.

Pela andlise do gréfico, verificamos que houve uma reducao de 99.38%, 100%,

100%, 98.40%, 99.23% e 100%, nas amostras de 1 a 6, respectivamente.

Tratamento utilizando concentra¢do de Curcumina a 1,25 mg/mL
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Figura 5: Grafico representativo da resposta ao tratamento utilizando Curcumina na concentragao de

1,25 mg/mL.

Pela analise do grafico, verificamos que houve uma redu¢ao de 99.52%, 98.51%,

98.44%, 100%, 100% e 95.65%, nas amostras de 1 a 6, respectivamente.

Analise Estatistica do Grupo Controle

Como o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito fotodindmico, que compreende
a associacdo do fotossensibilizante e luz, as amostras do grupo controle foram diluidas
em agua miliq e ndo foram iluminadas pelo LED.

Os dados obtidos foram plotados e ilustrados abaixo.
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s
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Figura 6: Grafico representativo do grupo controle.
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Pela analise do grafico, verificamos que nas amostras 1, 3, 5 ¢ 6 houve redugao
de 7.93%, 11.48%, 1.92% e 1.58%, respectivamente. Ja nas amostras 2 e¢ 4 houve

aumento de 3.31% e 3.78%, respectivamente.

Tabela 1 - Média, variancia e desvio-padrao amostrais

[C] =0,75 mg/mL [C1=1,0mg/mL [C]=1,25 mg/mL Grupo controle

média aritmética 98,65439947 99,50199865 98,68725588 2,638055197
variancia amostral 1,96706876 0,407537436 2,68932556 36,88800352
desvio-padrdao amostral 1,402522285 0,638386588 1,639916327 6,0735495

Verificamos que a mortalidade das culturas submetidas aos tratamentos T1,T2 e
T3 s@o expressivamente maiores se comparados com o grupo controle, em uma

diferenga aproximada de 96%.

Tabela 2 - Teste de Analise de Variancia

Fonte de variacéo SQ g.l. MQ F
Entre grupos 0,000277 2 0,000138 0,8195
Dentro de grupos 0,002532 15 0,000169

Total 0,002809 17

Mediante os valores encontrados, constatamos que uma razao F a um nivel de
5%, ndo excede o valor de F tabelado: 3,68.

Com o resultado do teste de andlise de variancia, ndo rejeitamos a hipotese de
igualdade entre as médias dos trés tratamentos empregados, ou seja, ndo ha evidéncias

suficientes para apontarmos um tratamento como mais eficiente que os demais.



Quanto ao grupo controle o decaimento na concentracdo nao possui uma
conclusao cardial. A causa da morte pode ser agregada a diversos fatores ou a
associacao desses, como por exemplo, a diminui¢ao da concentragdo do meio de cultura
necessario a nutricao das promastigotas, ou o mais provavel, a variacdo da concentragao
das promastigotas por amostra. Isso porque a concentracdo colhida de amostra (10uL)
para contagem dificilmente tera a quantidade exata de promastigotas das amostras
subseqiientes extraidas do mesmo pogo, mas se comparada com a variagdo de
concentracdo dos grupos que receberam o tratamento o ultimo fator descrito nesse
topico ¢ considerado desprezivel estatisticamente, devido a diferenca acentuada da

concentragdo, superavel ao maximo encontrado no grupo controle.

Observacodes apos a irradiacao:

- Maior concentragdo dos parasitas onde encontra-se a Curcumina.

- Rosetas desfeitas.

8. CONCLUSAO

Conforme observamos nesse estudo o efeito fotodinamico associado ao Sal de
Curcumina e ao LED resultou na inviabilidade significativa do microorganismo, quando
comparado ao grupo controle, comprovando seu potencial antimicrobiano. Isto nos
mostra que os resultados sdo promissores € que também ha possibilidade deste

tratamento ser eficiente in vivo.
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