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Trigo - Gutierrez JK. Sintese, caracterizacao e efeitos fotodinamicos da curcumina encapsulada
em nanoparticulas poliméricas (Dissertacdo de Mestrado). Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2016

Resumo

O objetivo deste estudo foi formular e avaliar os efeitos fotodinamicos da curcumina
(CUR) encapsulada em nanoparticulas poliméricas (NP) em culturas plactonicas de Candida
albicans, Streptococcus mutans e Staphylococcus aureus resistente a meticilina e em biofilme
misto formado por essas trés espécies. NP de CUR anibnicas e cationicas foram sintetizadas
utilizando-se polimero poli-acido latico (PLA) e sulfato de dextran (DEX). Para caracterizacdo
dessa solucdo, foram determinadas as propriedades fisicoquimicas (tamanho, polidispersao e
potencial zeta) e realizados testes de eficiéncia de encapsulamento, espectro de absorcéo,
fotoestabilidade (fotodegradacdo da CUR) e atividade fotodindmica (fotodegragéo de reagente
e scavenger de oxigénio singleto). Em seguida, os efeitos da Terapia Fotodindmica
antimicrobiana (aPDT) mediada pela CUR-NP contra culturas planctonicas e biofilme misto
cultivado in vitro por 48 horas, foram avaliados por meio de quantificacdo de coldnias
(UFC/mL). Cada avaliacdo foi realizada em triplicata em trés ocasides distintas e comparada
com CUR livre. Os dados obtidos foram submetidos & anélise estatistica descritiva e inferencial
(0=0,05). Apos a sintese as CUR-NP apresentaram propriedades nanométricas farmacotécnicas
adequadas , com valores médios de tamanho, polidispersao e potencial zeta 237,9; 0,08 e -35,2
mV; 239; 0,20 e +32 mV respectivamente para as CUR-NP anibnica e cationica. Foi observada
uma eficiéncia de encapsulamento de 67 e 64,6 % para as CUR-NP anidnicas e catinicas. Os
sinais de maxima absorcdo de luz para as CUR-NP e CUR foram pr[oximos da faixa UV-
visivel, também foi observada a degradacdo das formulagdes em diferentes periodos de
iluminacdo. A liberagdo de CUR das NP anionicas e cationicas foi de 96% apés 48 horas de
estudo. Também foi observada maior atividade fotodindmica ap06s 5 minutos de irradiagao tanto
para as CUR-NP quanto para a CUR livre. aPDT mediada por CUR livre demostrou melhoor
eficacia antimicrobiana contra os trés micro-organismos tanto em culturas planctdnicas quanto
em biofilme misto de trés espécies comparada com a CUR-NP anidnica mediadora de aPDT
uma vez que a CUR livre erradicou os trés micro-organismos em cultura plancténica(p< 0,001)
e promoveu diminuicdo da viabilidade do biofilme misto, observou-se maior efetividade sobre
C. albicans (p<0,026). Enquanto a CUR-NP anibnica associada a luz azul promoveu a
diminuicdo da viabilidade dos trés micro-organismos em cultura plancténicas tendo maior

efeito sobre S. mutans (p< 0,001), além disso, ndo foi observada diminuicdo da viabilidade do



biofilme misto(p>0,129). A CUR-NP catibnica apresentou efeito antimicrobiano mesmo na
auséncia de luz em culturas plancténicas dos trés micro-organismos (p< 0,001) e biofilme
misto, sendo a bactéria S. mutans o mais suscetivel a formulacdo (p< 0,001). A formulacéo
sintetizada foi solivel em &gua e homogénea e a eficacia fotodindmica antimicrobiana em

culturas planctdnicas foi inferior comparada com a CUR livre.

Palavras-chave: Fotogquimioterapia. Fungo. Bactérias. Nanoparticulas.
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encapsulated in polymeric nanoparticles (Dissertacdo de Mestrado). Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2016

Abstract

The aim of this study was to formulate and evaluate the photodynamic effect of
curcumin (CUR) encapsulated in polymeric nanoparticles (NP) on planktonic cultures of
Candida albicans, Streptococcus mutans and methicillin-resistant Staphylococcus aureus and
on multispecies biofilm formed by these microorganisms. Anionic and cationic CUR-NP were
synthesized using poly-lactic acid (PLA), and dextran sulfate (DEX). To characterize this
solution, the physicochemical properties (size, polydispersity and zeta potential) were
determined and tests of encapsulation efficiency, absorption spectrum, photostability
(photodegradation of CUR) and photodynamic activity (photobleaching of singlet oxygen
reagent and scavenger) were also performed. Next, antimicrobial effects of CUR-NP-mediated
Photodynamic Therapy (PDT) against planktonic cultures and mixed biofilms grown in vitro
for 48 hours were assessed by quantification of colonies (CFU/mL), Each evaluation were
carried out in triplicate on three separate occasions and compared to free CUR. Data were
submited to descritve and inferential statistical analize (a.= 0.05). After synthesis CUR-NP had
appropriate pharmacotechnical nanometric properties, mean values of size, polydispersity, and
zeta potential were 237.9; 0.08 and -35.2 mV; 239; 0.20 and +32 mV, respectively for anionic
and cationic CUR-NP. Encapsulation efficiency of 67 and 64.6% for anionic and cationic CUR-
NP were observed. Peaks absorption for CUR-NP and CUR were close to UV-visible range,
was also observed degradation of the formulations at different times of lighting. The release of
CUR from anionic and cationic NP was 96% after 48 hours of study. It was also observed
greater photodynamic activity after 5 minutes of irradiation for both CUR-NP and for the free
CUR. Free CUR mediated aPDT demonstrated better antimicrobial effects against the three
microorganisms both planktonic cultures as for mixed biofilms of three species compared with
aPDT mediated by anionic CUR-NP, because aPDT mediated by free CUR erradicated the
three microorganisms in the planktonic culture ( p <0.001) and promoted decrease in viability
of the mixed biofilm, there was more effective on C. albicans (p<0,026). While anionic CUR-
NP associated with blue light promoted reduction of viability of the three planktonic

microorganisms in culture with better effect on S. mutans (p <0.001) Moreover, there was no



decrease in viability of mixed biofilm by anionic CUR-NP (p>0,129). Cationic CUR-NP
showed antimicrobial effect even in light absence of against planktonic cultures of the three
micro-organisms (p <0.001), and mixed biofilm, bacteria S. mutans was the most susceptible
to formulation (p <0.001). The synthesized formulation improved solubility in water and
stability CUR-NP were homogeneous and showed antimicrobial photodynamic efficacy was
superior in planktonic cultures was lower compared to the free CUR.

Keywords: Photochemotherapy. Yeast. Bacteria. Nanoparticles.
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1 INTRODUGCAO

Biofilmes sdo comunidades de micro-organismos aderidos a uma superficie bidtica ou
abidtica e embebidos em uma matriz polimérica extracelular?®. Sua formagao se inicia com a
aderéncia de micro-organismos livres, em suspensdo, a uma superficie. Esses colonizadores
primarios facilitam a aderéncia de outras células por proporcionar diversos sitios de adesdo e
por iniciar a sintese da matriz que mantém o biofilme coeso. Iniciada a colonizacéo, o biofilme
se desenvolve por meio de divisdo celular e recrutamento de células, que sdo capazes de se
comunicar via “quorum sensing” (regulagdo génica que influencia varias fun¢des, como a
viruléncia)®®. Na etapa seguinte, conhecida como maturacdo, o biofilme ja se apresenta
estabelecido, alterando-se apenas em forma e tamanho. A fase final do desenvolvimento
envolve a separacgdo de células do biofilme e a dispersdo no ambiente, a qual, para muitos micro-
organismos patogénicos, desempenha papel critico na sua transmissdo, tanto de reservatorios
ambientais para hospedeiros humanos, como entre hospedeiros, e na exacerbacdo e
disseminacdo da infeccdo no mesmo hospedeiro®. As infeccGes microbianas de uma forma
geral estdo fortemente associadas a biofilmes, o que confere as células que os compdem
interacdes benéficas mutuas, maior protecdo contra as defesas do hospedeiro, além de
propriedades fenotipicas distintas das células livres (plancténicas) e maior resisténcia aos
agentes antimicrobianos®>18,

A candidose bucal ¢ a infec¢cdo fungica mais comum que acomete 0s humanos e cujo
principal fator etioldgico sdo os fungos do género Candida, sendo Candida albicans a espécie
mais prevalente em pacientes diabéticos com diagnostico de estomatite protétical® e de maior
viruléncia'?> que vive como comensal em diversas regides do organismo na maioria dos
individuos saudaveis. No entanto, sob determinadas condigdes, esse micro-organismo se
transforma em um patdgeno oportunista, podendo colonizar mucosas, invadir tecidos e causar
infecgbes. C. albicans tem a capacidade de se desenvolver em uma variedade de formas
morfologicas, que variam desde células leveduriformes (blastoporos) comensais até células
filamentosas, denominadas pseudohifas (septadas) ou hifas (ndo septadas)!®. Este
polimorfismo celular representa uma transicéo para a patogenicidade das células de C. albicans,
pois, uma vez caracterizadas na forma filamentar, as barreiras epiteliais protetoras do

110 Os fatores de

hospedeiro podem ser superadas, favorecendo o aparecimento das infeccoes
risco para candidose bucal incluem pacientes portadores de proteses dentariast’® uso

prolongado de antibidticos, de medicamentos imunossupressores e também condigdes
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sistémicas como diabetes, deficiéncias nutricionais e cancer®1%1%7 Além disso, a candidose
bucal é considerada uma indicadora do desenvolvimento de Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS), por afetar cerca de 90% dessa populacio®®. Em alguns casos, a infecgéo
bucal pode se estender para o trato gastrointestinal ou para corrente sanguinea, desencadeando
fungemia. Acima de 90% dos casos dessa infeccdo sistémica sdo atribuidos as espécies de
Candida, e o numero de mortes como resultado da fungemia varia de 40% a quase 80% em
pacientes imunossuprimidos?®=31,

Apesar das espécies fungicas de Candida serem consideradas 0s principais patdgenos
no desenvolvimento da candidose bucal, as bactérias da microbiota contribuem para a
colonizagéo e proliferacio das espécies fungicas na cavidade bucal'!2. Bactérias e fungos,
convivem em harmonia uns com os outros na forma de biofilme misto na cavidade bucal??,
tendo em vista que 0s micro-organismos apresentam a capacidade de se aglutinar e interagir, o
que resulta numa melhor adeséo e em diversas interacfes benéficas para a maioria das espécies
envolvidas. Os colonizadores primarios da cavidade bucal correspondem as espécies de
Streptococcus®, que facilitam a colonizagéo de outras espécies secundarias como Streptococcus
mutans que € o principal agente etioldgico da céarie dentéria e apresenta reconhecidos fatores
de viruléncia, como capacidade de produzir elevada quantidade de &cidos organicos
(acidogenicidade) a partir de carboidratos metabolizados, capacidade de sobreviver em baixos
pH (aciduricidade) e sintetizar glucano extracelular a partir de sacarose,®® que ¢ fundamental
para as etapas iniciais de aderéncia e colonizacdo na superficie dentaria para formacdo do
biofilme®’. Além das lesbes de céries, S. mutans tem sido associado a doencas sistémicas como
endocardite infecciosa aguda®’. Também tem sido reportada elevada prevaléncia de S. mutans
na superficie de proteses dentarias®'®, incluindo pacientes com estomatite protética®%,
demonstrando a presenca de bactérias no biofilme formado em préteses. No entanto, pouco é
conhecido sobre a interacdo desses micro-organismos. Num estudo in vitro de biofilmes

polimicrobianos, foi verificado que S. mutans aumenta a formacao do biofilme de Candida
Spp.93'40'79

Além da maior resisténcia dos micro-organismos na forma de biofilmes, o uso
indiscriminado dos agentes antimicrobianos® (antibioticos e antifungicos) tem propiciado o
desenvolvimento de cepas resistentes'’ 1 que atualmente tornou-se um problema de salde
publica mundial?®>. Nesse contexto, a bactéria Staphylococcus aureus é considerada um dos

patégenos humanos de maior patogenicidade e apesar de ndo serem colonizadores da cavidade
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bucal, foram correlacionados com as condig¢des tais como parotidite supurativa, queilite
angular, estomatite protética e infecgbes dento-alveolares agudas®?, e algumas cepas desse
micro-organismo, devido a alteracdes em sua parede celular, desenvolveram resisténcia a varios
agentes antibacterianos, sendo denominadas cepas de S. aureus resistentes a meticilina
(SARM)*, O SARM tem sido frequentemente identificado entre isolados clinicos de S. aureus
em individuos idosos ou imunossuprimidos!’®, resultando no aparecimento de severas
infeccdes sistémicas, nesses pacientes. Considerado uma das principais causas de infeccao
hospitalar, 0 SARM tem sido apontado como um problema mundial de saGde publica®*.
Aproximadamente 52% das infeccGes hospitalares em pacientes em unidades de terapia
intensiva (UTI) sdo causadas por esse micro-organismo®. Cepas de SARM tém sido isoladas
da cavidade bucal de pacientes!’®, incluindo usuarios de protese®®!% aumentando o risco de
infeccdo desses pacientes. A pneumonia aspirativa tem sido considerada uma das mais
preocupantes infeccdes causadas por S. aureus'??, tendo em vista a elevada taxa de morbidade
e mortalidade, especialmente em idosos dependentes de antibidticos!,

Além de C. albicans e SARM estarem entre 0s principais patégenos que acometem a
corrente sanguinea de pacientes hospitalizados, a capacidade que esses micro-organismos
apresentam de formar uma alianca mdtua promove um sinergismo positivo para as
espécies'!2 podendo ser encontrados em associagido como organismos co-infectantes®. A
incidéncia de infec¢des fungicas de corrente sanguinea em hospitais foi avalia por Klotz et al.,
eles encontraram uma taxa acima de 20% de co-culturas de S. aureus e Candida spp.%°. Com o
intuito de se avaliar a interacdo fisica entre esses dois micro-organismos durante a formacao de
um biofilme misto, Peters et al. verificaram aderéncia preferencial de S. aureus a forma invasiva
filamentosa de C. albicans, numa elevada taxa de associa¢do de 56% (30 vezes mais que a
associacdo a forma de blastoporo)®. A viabilidade desse biofilme misto foi verificada por
microscopia confocal até 40 horas ap0s o crescimento, com auséncia de relacdo de antagonismo
entre as espécies, e 0s autores identificaram 27 proteinas produzidas em maior abundancia,
como aquelas importantes para o crescimento e metabolismo e implicadas com estresse
microbiano e maior viruléncia de ambas espécies®*.

Devido as deficiéncias apresentadas pelos tratamentos atualmente disponiveis,
alternativas antimicrobianas tém sido pesquisadas. Uma modalidade terapéutica promissora
para a inativacdo de micro-organismos é a Terapia Fotodindmica (do inglés, Photodynamic
Therapy ou PDT)%:17 que utiliza a associagdo de um agente fotossensibilizador (FS) a uma
fonte de luz de comprimento de onda adequado. A interagéo entre o FS e a luz na presenca do
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oxigénio resulta na producédo de espécies reativas toxicas, principalmente o oxigénio singleto e
radicais livres que promovem dano e morte celular. Existem dois tipos de reagOes principais
que ocorrem: na reacgdo tipo 1, a transferéncia direta de elétrons de um FS excitado para um
substrato ocorre pela geracdo de diferentes tipos de radicais, como radical hidroxil e/ou
perdxido de hidrogénio. Na reacdo tipo 2, 0 FS excitado pode reagir com oxigénio e produzir
oxigénio singleto, altamente reativo. Todos esses produtos formados geram uma sequéncia de
eventos oxidativos, os quais resultam na inativacdo de espécies microbianas e parecem néo
promover danos aos tecidos e as células do hospedeiro®*+17, Historicamente, a associacio de
substancias quimicas e luz foi relatada no final do século XIX por Oscar Raab, e hoje a PDT
tem sido utilizada no tratamento de cancer como um método de inativacdo de células
neoplasicas®’. Ja a PDT antimicrobiana (aPDT) encontra-se ainda em fase experimental com
poucos estudos clinicos. No entanto, varios estudos in vitro demonstraram a eficacia da PDT
na inativacdo de diversos micro-organismos, incluindo S. mutans!31:128.78,71,121,109,11392,73,65
SARM111,46,32,75,11,69 eC. albicans75' 15,16,33,24,37,27,41,26,74,44,35_

Apesar desses resultados, alguns FS, como hematoporfirinas e corantes fenotiazinicos
tém demonstrado baixa efetividade em promover inativacdo microbiana in vivo tanto em
modelos animais quanto em estudos clinicos.

No entanto, para se alcancar resultados clinicos satisfatorios, além de elevadas
concentragcOes de FS, sdo necessarios longos tempos de pré-irradiacdo (incubagdo do micro-
organismos com o FS) e de iluminacdo. Portanto, mais estudos sdo necessarios para se adequar
esses parametros da aPDT, com o intuito de tornar essa terapia mais viavel clinicamente, com
tempos de incubacéo e irradiacdo menores.

A maioria dos estudos in vitro avaliaram a eficacia da aPDT em biofilmes mono-
espécies. Entretanto, a investigacdo dos efeitos fotodindmicos em biofilmes mistos pode
esclarecer determinados aspectos que podem direcionar a aplicacdo clinica da aPDT. Além
disso, o sinergismo entre os micro-organismos em biofilmes multiespécies pode aumentar sua
resisténcia as terapias antimicrobianas, incluindo a aPDT. Por essa razéo, e pela escassez de
estudos que avaliem o efeito da PDT em biofilmes misto, torna-se importante o
desenvolvimento de pesquisas que avaliem FSs mais efetivos contra esses biofilmes.

Neste contexto, a pesquisa de novos FS com elevada efetividade, com caracteristicas
fisicoquimicas adequadas a fotoinativacdo microbiana, ainda € um importante desafio. Assim,
diversos outros tipos de FS tém sido propostos em estudos laboratoriais, e compostos naturais
como a curcumina (CUR) tem mostrado um grande potencial de aplicagdo para fotoinativacéo
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microbiana, inclusive de biofilmes de C. albicans®%2 e culturas placténicas de SARM¥2, A
CUR é um composto de baixo peso molecular isolado dos tubérculos da Curcuma Longa L. e
um dos componentes presentes no acafrdo. Tem sido demonstrado que, isoladamente, a CUR
ja apresenta efeito antiftingico contra C. albicans’’, e estudos recentes verificaram que esse
efeito é potencializado quando a CUR é utilizada como FS associada & luz*®%2, No entanto, a
CUR ndo € hidrossoluvel, apresenta biodisponibilidade limitada e instabilidade (alta
susceptibilidade a degradacéo fotolitica e hidrolitica)®?. Adicionalmente, para veiculagdo da
CUR tem sido utilizado solventes organicos, como dimetilsufoxido (DMSQ)%*:36:29  que
apresentam toxicidade celular. Por isso, é importante a investigacdo de novos sistemas de
veiculacdo, como micelas poliméricas, ciclodextrinas, lipossomos, nanoparticulas e
nanoemulsdes*®, com o intuito de aumentar a solubilidade e diminuir a degradagdo de FSs
hidrofobicos*®.

Nanoparticulas poliméricas sdo sistemas de liberacdo de farmacos muito estaveis e
biocompativeis, que incluem nanoesferas e nanocapsulas®?®. Nanoesferas consistem de sistemas
de matrizes em que o farmaco é disperso dentro do polimero em toda particula, enquanto que
nanocapsulas sdo sistemas vesiculares em que o fAdrmaco é confinado a uma cavidade cercada
por uma membrana polimérica simples!?. A maioria dos estudos que avaliam sistemas de
liberagdo de farmacos sdo voltados para o tratamento de cancer®”127.72118 e alguns desses
sistemas ja foram caracterizados para CUR, mas a acdo fotodinamica antimicrobiana foi
avaliada somente em culturas planctonicas de bactérias*®>%2, Poucos estudos analisaram a
fotoinativacdo de biofilmes com FSs hidrofobicos veiculados nesses sistemas de liberacdo de
farmacos. Assim, verifica-se que essas nanoformulacées, além de possibilitarem a estabilidade
e a solubilizacdo de FSs hidrofébicos em solucbes aquosas, apresentam um potencial
fotodindmico para aplicacdo em biofilmes. No entanto, os efeitos fotodindmicos da CUR em

nanoformulagdes contra biofilmes mistos ainda ndo sdo conhecidos.
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2 REVISAO DE LITERATURA
Biofilme

A composicdo da matriz polimérica do biofilme foi estudada por Al-Fattani et al*®.
(2006). Esses autores reportaram que células do biofilme sdo fenotipicamente distintas as
células planctbnicas ou em suspensdo. Em particular, as células do biofilme séo
significativamente menos susceptiveis a agentes antimicrobianos. A matriz extracelular do
biofilme forma um ambiente tridimensional, semelhante a gel, altamente hidratado e carregada
localmente no qual os micro-organismos sdo em grande parte imobilizados. Microcoldnias as
vezes descrito como “pilhas” ou “torres” sdo separadas por canais de dgua que fornecem um
mecanismo para a circulacdo de nutrientes dentro do biofilme. Polimeros da matriz de biofilmes
bacterianas sdo principalmente exopolissacarideos, e muitos estdo carregados negativamente,
devido a presenca de grupos carboxil, sulfato ou fosfato. Pequenas quantidades de proteinas,
acidos nucleicos e lipideos também podem estar presentes. Esses autores demonstraram maior
resisténcia de C. albicans em biofilme, uma vez que observaram uma Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM) de fluconazol cinco vezes maior em biofilme do que em culturas plancténicas
do mesmo fungo. Nesse mesmo estudo, foi verificada maior resisténcia a terapias
medicamentosas de fluconazol e anfotericina B em biofilmes mistos de C. albicans e
Streptococcus epidermidis, pois esses autores observaram uma CIM 30 vezes maior de

fluconazol e anfotericina B nesse biofilme misto.
aPDT

A eficacia da aPDT in vivo foi reportada por Mima et al®®. (2010) esses autores
testaram diferentes concetragdes de um derivado da porfirina (400, 500 ou 1000 mg/L) com
tempo de pré irradiacdo de 20 minutos associadas a 305 J/cm? utilizando dois diferentes
comprimentos de onda de luzes LED (455 ou 630 nm) em lesGes de candidose bucal em linguas
de camundongos imunossuprimidos. Os autores verificaram ap6s a aPDT a redugdo na
viabilidade de C. albicans de 1,04, 1,39 e 1,41; 1,05, 1,59 e 1,40 1,40 logio associadas as
concentragdes 400, 500 ou 1000 mg/L e luz azul ou vermelha respectivamente, comparados
com o grupo controle. Adicionalmente, verificaram que as lesGes apenas tratadas com PS em
diferentes concentracGes ou apenas com luz ndo apresentaram efeito antimicrobiano. Apesar de
ter tido resultados favoraveis na pesquisa deles esses autores ndo extrapolam os resultados para

aplicacdo clinica humana de tratamento da candidose bucal.
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Costa et al?®. (2012) avaliaram a aPDT utilizando 400 uM/L de eritrosina e 16,2 J/cm?
luz de LED em lesGes de candidose bucal de camundongos. O tempo de pré irradiacdo utilizado
por esses autores foi 1 minuto e a iluminacao de 3 minutos. Observaram reducédo de apenas 0,73
logzo na viabilidade de C. albicans do grupo aPDT em relagdo com o grupo controle néo tratado.
Na avaliacdo de lesGes macroscopicas no dorso da lingua dos animais observaram que 0 grupo
submetido a aPDT tinha diminuido o tamanho das lesBes. No estudo de microscopia
observaram abundante presenca de levedura e hifas adyacentes ao epitélio lingual dos animais
tratados com aPDT.  Paralelamente avaliaram in vitro a capacidade de adesdo do fungo as
células do epitélio bucal apdés o microorganismo ser submetido a aPDT, esses autores
observaram 35% de reducdo da capacidade do fungo de se aderir a células epiteliais bucais,
demostrando assim que a aPDT pode ser considerado um método para tratamento de lesbes de

candidose bucal se danificar o epitélio adyacente.

Junqueira et al®’. (2012) avaliaram a eficacia da Ftalocianina de zinco em formulagio
nanoestruturada catiénica como FS contra biofilmes simples de isolados clinicos de Candida
spp., Trichosporum mucoides e Kodamaea ohmeri de pacientes com HIV. Eles utilizaram
tempo de pré-irradiacdo de 5 minutos associada a uma dose de luz de 26,3 J/cm?. Esses autores
acharam uma diminuicdo de quase 1 logio em cada uma das espécies avaliadas. Nesse estudo
0s autores sugerem o uso de FS catibnico pois a carga do FS é um fator importante na
determinacdo da sua acdo fotodindmica eficaz, e as células expostas ao FS (Bactérias gram-

negativas e fungos) séo resistentes a ftalocianinas anionicos e neutros.

Ribeiro et al*®t, (2013) avaliaram a eficacia da aPDT mediada pela Cloro-Aluminio-
Ftalocianina (CI-Al-Fc) em nanoemulsdes catinicas e anidnicas, comparadas com a Cl-Al-Fc
diluida em solvente orgéanico na inativacao de culturas plancténicas e biofilmes de C. albicans.
Amostras do micro-organismo foram colocadas em contato com o FS em nanoformulagéo ou
na forma livre em concentragéo final de 31,8 pM; essas suspensdes foram mantidas no escuro
durante 30 min (pré irradiacdo). Apoés esse periodo a Cl-Al-Fc foi removida e depois adicionou-
se PBS, as culturas foram entéo transferidas para placas de cultura de 24 pogos e iluminada com
uma dose de luz de 50 ou 100 J/cm?. Os resultados obtidos por esses autores demostraram maior
efetividade do FS catibnico, uma vez que a PDT mediado pelo FS com carga superficial
catidnica diminui a viabilidade da cultura plancténica do micro-organismo estudado em 1,5 e
3,1 loguo relacionado a doses de luz de 50 e 100 J/cm? respectivamente, enquanto a formulagio
aniodnica associada a luz promoveu reducdo de 0,5 logio com ambas doses de luz (50 e 100



26

Jlcm?). Nesse estudo foi observado também a erradicagdo do micro-organismo quando tratado
com CI-Al-Fc livre associada a 100 J/cm?. Quando essa formulagéo foi testada em biofilme de
C. albicans, esses autores observaram que o FS em nanoformulacgéo cati6nica associado a luz
promoveu reducdo de 70% no metabolismo do biofilme, enquanto a forma livre do FS
mediando a aPDT promoveu uma reducdo de 26% e 34% com doses de luz de 50 e 100 J/cm?,
respectivamente. Foi observado aumento no metabolismo do micro-organismo no biofilme de
21% quando usada a nanoformulagio anidnica associada a 50 J/cm? de dose de luz e uma

diminuicdo de 5% quando utilizada a dose de 100 J/cm?.

Em outro estudo, esses autores (Ribeiro et al'®., 2015) testaram as nanoformulagdes
anioénica e catidnicas da Cl-Al-Fc mediando a aPDT comparando-as com a forma livre do FS
em culturas planctonicas e biofilmes de Staphyloccocus aureus sensivel a meticilina (SASM) e
SARM. A concentragdo determinada para esses testes foi a mesma do estudo prévio (31,8 uM)
apenas variando as doses de luz utilizadas (15, 25 e 50 J/cm?). Esses autores observaram que a
aPDT mediada pela nanoformulacdo de CI-Al-Fc catibnica promoveu uma diminuicdo de
SASM de 5 e 6 logio com dose de luz de 15, 25 J/cm?, respectivamente, enquanto a aPDT
mediada pela nanoformulacéo anidnica promoveu diminuicdo de 2 e 4 logio associada a 15, 25
Jlem? no SASM. Os resultados dos testes sobre 0 SARM mostraram erradicacdo da bactéria
quando foi utilizado o FS livre ou na forma de nanoemulsio catidnica associada a 50 J/cm?.
Quando foram utilizadas as doses de 15 e 25 J/cm? esses pesquisadores observaram a
diminuicdo média de 5 logio para FS livre e forma de nanoemulsdo catidnica, enquanto que a
nanoformulagio anibnica promoveu apenas a diminuicdo de 1 logio associada a 50 J/cm?. A
combinagc&o de densidades de energia de luz de 25 e 50 J/cm? com FS em nanoemuls&o cationica
diminuiu o metabolismo biofilme de SASM em 58 e 80%, respectivamente. J& a formulacao
anionica e a forma livre do FS associadas a 50 J/cm? de dose de luz promoveram diminuicio
do metabolismo da bactéria em 42 e 43%, respectivamente. A aPDT mediada pela formulacéo
catiénica em biofilmes de SARM promoveu a diminuigdo do metabolismo do micro-organismo
em 76,5% e 73,5% com doses de luz de 25 e 50 J/cm?, respectivamente. A forma livre do FS
promoveu diminuicdo do metabolismo da bactéria em 55% associada a dose de luz maior (50
Jlem?), enquanto o FS em nanoformulagio aniénica ndo demostrou efetividade antimicrobiana,
mesmo associada a altas doses de luz. Em conclusao desses autores, a carga superficial do FS

em nanoformulagdo é muito importante na fotoinativagdo microbiana.
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Quishida et al®®. (2015) avaliaram os efeitos da aPDT medidada pelo Photoditazine®
(PDZ) na inativagdo de biofilme multiespécies formado por C. albicans, C. glabrata e S.
mutans. Esses autores utilizaram PDZ em concentra¢des de 100, 150, 175, 200, e 250 mg/L e
uma dose de luz de 37,5 J/cm? de luz vermelha. Observou-se que a aPDT promoveu uma
reducdo significativa das trés espécies avaliadas em comparacdo com o controle, quando 175 e
200 mg/L de PDZ foi associado com a luz de LED. A maior reducéo na viabilidade das células
foi detectada no grupo que utilizou a concentragdo de 200 mg/L de PDZ em associa¢do com a
luz: C. albicans (1,21 logio), C. glabrata (1,19 logio), e S. mutans (2,39 logio). Utilizando o
ensaio metabdlico XTT, os autores observaram a diminuicdo de metabolismo das espécies
integrantes do biofilme multiespécies. Um ultimo teste utilizado para se verificar a efetividade
da aPDT mediada pelo PDZ foi o ensaio de biomassa total (cristal violeta), onde os autores
desse trabalho ndo encontraram diferenca significativa entre os grupos tratados. Esses autores

consideram a aPDT mediada pelo PDZ uma alternativa na inativacdo microbiana.
CUR

Com o intuito de determinar a CIM de CUR sobre Candida spp. Cryptococcus
neoformans, Sporothrix schenckii, Paracoccidioides brasiliensis e Aspergillus spp., Martins et
al’’. (2009) testaram diferentes concentracdes de CUR sobre essas espécies de fungos. A
efetividade de inibir crescimento dos micro-organismos da CUR em concentracdes de 0,5 — 256
mg/L foi comparada com o antimicotico convencional Fluconazol 0,06-64 mg/L. Os valores de
CIM corresponderam a concentracfes mais baixas que ndo permitiram a detec¢do visual de
crescimento fangico. As suspensdes de cada micro-organismo foram incubadas com diferentes
concentracdes de CUR ou Fluconazol durante 1h. Os valores de CIM achados nessa pesquisa
foram 64 mg/L de CUR para C. albicans, sendo esse micro-organismo o mais suscetivel a CUR
pois as outras espécies de Candida apresentaram valores de CIM > 256 mg/L. A CUR foi 32
vezes mais eficaz que o fluconazol para inibir o crescimento de P. brasiliensis e S. schenckii.
Esses autores também demonstraram a capacidade da CUR de inibir a adesao das leveduras e

fungos filamentosos aos tecidos orais.

Dovigo et al®. (2011) observaram que a capacidade da CUR de absorver luz foi
diminuindo progressivamente & medida que o tempo de iluminacéo foi aumentando, indicando
foto-branqueamento induzido. Apos uma dose de luz de 0,4 J/cm?, cerca de 70% da CUR havia

sido fotodegradada. Esses autores verificaram a erradicagdo de culturas planctonicas de C.
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albicans utilizando 20 pM de CUR associada a uma dose de luz de 37,5 J/cm?. Foi verificada
a diminuicdo de 87,22% na viabilidade de biofilmes de C. albicans utilizando 40 uM de CUR
e uma dose de luz de 5,28 J/cm? de dose de luz. Nessa mesma pesquisa os autores avaliaram o
efeito da PDT mediada pela CUR em culturas de macrofagos utilizando concentracdes de 0,5;
1; 5; 10 e 20 uM, foi verificada diminuicdo da atividade metabdlica das células em 7,13%,
17,22%, 82,51%, 73,26% e 86,39% respectivamente. Esses autores sugeriram que, embora haja
toxicidade celular nas células de defesa, essa toxicidade é maior para a levedura do que para a
celula de defesa.

Dovigo et al®. (2011) utilizaram concentragdes de 5, 10 e 20 uM de CUR como
fotossensibilizador contra culturas plancténicas de isolados clinicos de C. albicans, Candida
glabrata e Candida tropicalis, com tempo de pré iluminacdo de 20 min e uma dose de luz
correspondente a 5,28; 18, 25,5 e 37,5 J/cm?. Esses autores observaram erradicagio do micro-
organismo C. albicans utilizando 20 pM de CUR associada as diferentes doses de luz, e
diminuicdo de até 4,57 logio na viabilidade de C. glabrata utilizando 20 uM de CUR e uma
dose de luz de 37,5 J/cm?. Além disso, foi demostrada a erradicacio de cultura planctonica de
C. tropicalis utilizando a concentracio de 20 pM associada a 37,5 J/cm? de luz azul. Esses
autores também testaram concentracdes de 30 e 40 uM em biofilmes dessas espécies de
Candida, e observaram diminuicdo da atividade metabdlica por meio do ensaio colorimétrico
XTT de cerca de 80% em biofilmes de C. albicans e C. glabrata com 40 uM de CUR associada
a5,28 e 18 J/cm?. Para biofilme de C. tropicalis foi observada uma diminuic&o do metabolismo
de 73% em relac&o ao controle, utilizando 40 uM e uma dose de luz de 18 J/cm?. Esses autores
utilizaram baixas concentragdes de CUR na fotoinativagao de isolados clinicos de Candida spp.

A CIM da CUR contra S. mutans foi determinada por Song et al*'é. (2012) que, por meio
de andlise de densidade dptica, eles determinaram uma CIM de 128 pg/mL. Esses autores
também determinaram em 8 ng/mL como concentracdo capaz de reduzir a adeséo da bactéria a

superficies de vidro e na superficie das raizes de dentes naturais extraidos.

Ribeiro et al*®®. (2012) avaliaram o efeito da CUR como FS em culturas de SARM e
Staphylococcus aureus suscetivel a meticilina (SASM). Para isso, aliquotas de 100 pL de
suspensdes de cada micro-organismo em concentracdo de 108 foram transferidas a pocos de
placas de cultura, nas quais foram adicionadas 5, 10 e 20 uM de solucdo de CUR. Essas placas

foram mantidas no escuro durante 20 min, e depois as placas foram iluminadas com dose de
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luz de 37,5 J/cm?. Amostras adicionais receberam CUR sem luz. Um outro grupo recebeu
apenas luz para avaliar um possivel efeito toxico da luz. Um Gltimo grupo serviu de controle e
ndo recebeu nem CUR nem luz. Esses autores observaram que a aPDT promoveu erradicacdo
da bactéria utilizando 20 uM de CUR e 37,5 J/cm?, sendo que concentracdes de 5 e 10 pM de
CUR associada s 37,5 J/cm? diminuiram o crescimento bacteriano em 6,7 e 8,3 logio em relagdo
aos seus respectivos controles para 0 SARM, enquanto que as trés concentraces de FS
associadas a doses de luz de 18, 25,5 e 37,5 J/cm? foram necessarias para eliminar o micro-
organismo. Nesse estudo também foi verificada a toxicidade da aPDT em fibroblastos in vitro.
Foi demostrada uma viabilidade de 68,1, 75,1 e 80% dos macréfagos quando expostos a 5, 10
e 20 pM de CUR associada a luz LED. Esses autores demonstraram a capacidade de

fotoinativacdo associada a CUR de micro-organismo resistente as terapias convencionais.

A atividade antibacteriana da CUR sobre S. aureus, SARM, Enterococcus faecalis,
Bacillus subtilis, Pseudomona aeruginosa, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae foi
estudada por Gunes et al*’. (2013). Eles trabalharam em culturas planctonicas desses micro-
organismos em concentracdo de 10°; solugdes de CUR em concentragdes de 500 pg, 250 pg,
125 pg, 62,5 ug, 31,3 ug, 15,7 ug, 7,9 ug, 4 pug, 2 ug e 1 pg foram adicionadas nos tubos. Os
tubos foram incubados a 37°C durante 24 h. Apds a incubacdo, as atividades antibacterianas de
CUR nos tubos foram detectados por uma falta de turbidez, que indicaram a inibicdo do
crescimento bacteriano. A concentracdo no tubo com a diluicdo mais elevada que mostrou
nenhuma turvacdo foi definido como a CIM. A CIM de CUR para as diferentes estirpes
microbianas utilizadas nesse estudo foi dentre 129 pg/mL e 293 pg/mL. Resultados
semelhantes de CIM foram obtidos nesse estudo para S. aureus e SARM (219 pg/mL para S.
aureus e 217 pg/mL para SARM). CIM de 293 pg/mL foi observada contra E. faecalis. A CUR
demostrou eficacia antimicrobiana contra B. subtilis em uma concentracao de 125 pg/mL. Esses
autores demonstraram que a CUR inibiu P. aeruginosa cultivadas em 175 pg/ mL de
concentragéo. O valor de CIM para E. coli foi de 163 pg/mL. Esse estudo detectou um valor de
CIM de 216 pg/mL contra K. pneumoniae. Esses autores detectaram efeitos antibacterianos de

CUR contra estirpes de bactérias ndo resistentes a medicamentos.

Paschoal et al*®®. (2013) avaliaram a eficacia da aPDT mediada pela CUR livre em
culturas plancténicas de S. mutans. Para isso, em 500 pL de suspensdo de micro-organismos,
foram adicionados 500 pL de solu¢do de CUR em concentragdes de 4.000, 8.000 e 16,000 puM,
resultando em concentraces finais de 2.000, 4.000 e 8.000 uM. As placas foram entdo levadas
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no escuro durante 1 min e, apds esse periodo de tempo, as placas com as suspensdes forma
iluminadas com doses de luz de 24, 48 e 72 J/cm? de luz LED azul (grupos C+L+). Pogos
contendo suspensdes de micro-organismos foram tratadas apenas com CUR sem exposicao a
luz (C+L-), um terceiro grupo recebeu apenas luz sem CUR (C-L+) e os pocos de controle
foram constituidos apenas por culturas de S. mutans, nao receberam nem CUR nem luz (C-L-).
A eficacia da aPDT mediada pela CUR em culturas planctdnicas de S. mutans foi avaliada por
meio do namero total de unidade formadora de col6nias (UFC/mL). Foi observada reducédo
significativa da viabilidade de S. mutans com a associagio de CUR 4.000 uM e 48 e 72 J/cm?,

promovendo reducado de 60,66% e 71,07% da viabilidade bacteriana, respectivamente.

A eficacia de diferentes tempos de pré-irradiacdo da CUR em culturas de C. albicans,
Candida glabrata e Candida dubliniensis foi estudado por Andrade et al?. (2013). Para isso,
aliquotas de 100 pL de suspensdes padronizadas de cada micro-organismo em concentracao
108 foram transferidas a placas de cultura de 96 pogos, nas quais foram adicionadas 100 pL de
CUR em concentrac@es finais de 5, 10 e 20 uM. Apos, as diferentes placas de cultura foram
incubadas no escuro por periodos de 1, 5, 10 e 20 min. As amostras foram entéo irradiadas
durante 4 min, correspondentes a 5,28 J/cm?. Amostras adicionais foram tratadas apenas com
CUR, para se avaliar um possivel efeito toxico da luz um grupo recebeu apenas luz, e um quarto
grupo serviu de controle sem receber nem luz nem CUR. Esses autores observaram a
erradicacdo dos micro-organismos ap6s a aPDT utilizando concentragdes de 20 uM associada
a tempos de pré-irradiacdo de 5, 10 e 20 min. O tempo de 1 min de pré-irradiacdo associado a
20 UM de CUR utilizados para aPDT demostrou erradicacdo de C. dubliniensis e inativacao
microbiana de 89,5% de C. albicans e C. glabrata. Esses autores observaram a diminui¢do 95%
na viabilidade de biofilmes simples de C. albicans, C. glabrata e C. dubliniensis associados a
40 uM de CUR com tempo de pré-irradiacdo de 20 min. Foi observada a incorporacdo de CUR
a cada micro-organismo mediante o uso de microscopia confocal, com maior incorporagédo de
CUR quando o maior o tempo de pré-irradiagdo foi utilizado. Em conclusdo, maiores tempos
de pré-irradiacdo e maiores concentragdes de CUR resultam em melhor fotossensibilizagdo do

micro-organismo.

A atividade antibacteriana da CUR tem sido estudada nos altimos tempos. Prévios
estudos demonstraram CIM de 4-16 g/L contra Streptococcus epidermidis, Sthaphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli. A CUR também exibe atividade
antibacteriana contra cepas resistentes a terapias convencionais como SARM, para o qual foi
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demonstrada uma CIM de 125-250 pg/mL. Além das propriedades antibacterianas da CUR, ela
apresenta atividade sinérgica contra isolados clinicos de S. aureus combinada com outros
medicamentos como cefixina, cefotaxima, vancomicina e tetraciclina. Também foi comprovada
a capacidade da CUR de inibir a formacao de biofilmes mediante a inibicédo de 31 genes quorum
sensing e regulacdo de producéo de fatores de viruléncia. Também foi verificada a atividade
antifungica da CUR em diferentes cepas. O possivel mecanismo da atividade antifungica pode
ser explicado pela diminuicdo de Delta desaturasa, que promove uma reducdo na producao de
ergosterol do fungo. Devido a essa diminui¢do de producdo de ergosterol, os precursores
biosintéticos desse lipideo acumulam-se no micro-organismo, levando a morte celular via
geracdo de espécies reativas de oxigénio. Um outro possivel efeito da CUR sobre as células
fanigicas pode ser explicado devido a reducdo da secrecdo de proteinase e alteracdo da
membrana associada a producdo de atividade ATPase. No entanto essa atividade
antimicrobiana da CUR foi realizado em experimento in vitro, ndo havendo relatos clinicos do
uso da CUR (Zorofchian et al**3. 2014).

Mun et al®. (2014) investigaram a atividade antimicrobiana de CUR associada a
detergente X-100 para inibir o crescimento de SARM. Foi verificado por esses autores a
potencializacdo do efeito antimicrobiano da CUR quando combinada com o detergente, eles
observaram uma reducdo de 63% na viabilidade do micro-organismo. No entanto, os autores
também observaram que a atividade antimicrobiana da CUR foi afectada pela presenca de um
rolo vinculativo de ATP. Esses autores demonstraram a unido da CUR a camada de
peptideoglicano das bactérias gram-positivas, podendo interromper a integridade da parede
bacteriana, assim eles sugerem a combinagéo de detergentes ou inibidores de ATPase para o

tratamento de infecgdes causadas por SARM.

Tyagi et al'?*, (2015) estudaram a lise da membrana celular induzida pela CUR em
suspensdes padronizadas de S. aureus, E. faecalis e E. coli. Essas suspensdes foram incubadas
com solugdes de CUR em concentragdes de 25, 50 e 100 pM durante 120 min. Apos esse tempo,
5 pL dessas suspensdes foram gotejadas em Iaminas de microscopia e levadas a observacao de
microscopia confocal em modo fluorescéncia. Esses autores observaram a fluorescéncia de S.
aureus e E. coli, demonstrando que esses micro-organismos haviam incorporado o FS nas
diferentes concentracdes de CUR. Além disso, nesse estudo os autores observaram a alteracéo
da morfologia dos micro-organismos, confirmando assim lise da membrana celular e morte

celular induzida pela CUR.
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CTAB

Salton et al'®, (1951) avaliaram por microscopia electronica a toxicidade de CTAB em
concentragdes entre 45 e 900 pg/mL contra culturas planctonicas de Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis e Escherichia coli. Observaram morte de 99% de S. aureus e E. faecalis
apos o contato de 30 min com solucéo de CTAB a 90 pug/mL. Ao passo que CTAB a 900 pg/mL
em contato com E. coli durante 30 min foram necessarios para eliminar completamente o micro-
organismo. Esses autores observaram que as membranas celulares dos trés micro-organismos
apresentavam-se danificadas nas diferentes concetragdes de CTAB ocasionando a autélise das

bactérias.
Caracterizacdo de Nanoparticulas

Gaumet et al*’. (2007) resumiram as caracteristicas das nanoparticulas com o intuito de destacar
as principais caracteristicas de nanoformulacdes. No referente a determinacdo do tamanho,
esses autores mencionaram que um dos métodos comumente usados € a dispersdo da luz ou
Light scattering (LS), o qual € utilizado para a determinagdo do tamanho e Polidispersdo
(homogeneidade) das nanoparticulas. Neste modelo de determinacéo, as nanoparticulas sdo
incididas com uma luz em angulo de 90°, o calculo baseia-se no principio de esfera equivalente,
em que cada particula é vista como uma esfera, assim a presenca de agregados ird aumentar o
tamanho das particulas. No entanto, os resultados devem ser interpretados com cautela toda vez
que a viscosidade da formulacdo, o pH, a sedimentacdo de nanoparticulas podem ocasionar
modificagdes nos resultados. A polidispersdo € um parametro que também deve ser
cuidadosamente avaliado, pois o calculo da Polidispersdo pode variar por causa de fatores como
tamanho da particula, indice de refragdo do solvente, angulo de medicdo e a variancia de
distribuicdo. O indice de Polidispersao pode ser considerado “bom” (homogéneo) quando, em
uma escala de 0-1, o indice achado for menor que 0,1. Por outro lado, Microscopia Eletronica
de Varredura pode ser utilizada para a determinagdo de tamanho, forma e outros aspectos gerais.
Contudo, essas analises podem-se apresentar homogéneas ou heterogéneas, dependendo do
preparo da amostra. Outra técnica como Microscopia de Forca Atdmica pode ser usada para

analisar a superficie das nanoparticulas.

Kumari et al®. (2010) resumiram as principais caracteristicas e principais polimeros usados na
formulacdo de nanoparticulas poliméricas para sistemas de liberacdo de medicamentos. Na

revisdo, foi mostrado que sdo quatro 0s principais polimeros usados para a sintese de
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nanoparticulas: poli-acido latico (co- glicolico) PLGA, poli-acido latico (PLA), Poli-
caprolactona (PCL) e quitosana. Esses polimeros sdo usados para o encapsulamento de
diferentes medicamentos com diferentes alvos e aplicacGes para maléria, cancer, diabetes, etc.
e também substancias geradoras de oxigénio singleto. O farmaco pode-se associar a
nanoparticulas de duas formas: a primeira é a incorporacdo do farmaco dentro da nanoparticula,
a segunda é pela adsor¢do do farmaco na superficie externa da nanoparticula. A principal
diferenca entre PLGA e PLA é o produto gerado quando eles sdo metabolizados. O PLA
metaboliza-se em unidades de &cido latico, o qual serve como intermediario do metabolismo
dos carboidratos; enquanto o PLGA metaboliza-se em unidades de &cido latico e &cido
glicolico. Esses autores fazem referéncia aos principais métodos de sintese e encapsulamento
de medicamentos em nanoparticulas poliméricas, dentre eles os mais usados sdo:
emulsificacdo-difusdo, evaporacdo do solvente-emulsdo, deposicdo interfacial e
nanoprecipitacdo. O método de nanoprecipitacao consiste em dissolver o polimero em acetona
sobre agitacdo magnética, a fase aquosa é adicionada gota a gota na fase organica e o solvente

é evaporado.
Nanoformulacdes de CUR

Mukerjee et al®. (2009) sintetizaram CUR-NP utilizando PLGA como polimero por meio da
técnica de evaporacdo do solvente sélido em dleo-agua. Resumidamente, 30 mg de PLGA
forma dissolvidos em cloroférmio, e a CUR livre foi adicionada a solucdo de
PLGA/cloroférmio. Nesta emulsdo primaria foi adicionada uma solucéo de 2% de alcool poli
vinilico (PVA) e etanol. A emulsdo final foi centrifugada a 15000 xg durante 15 min. Desse
procedimento obtiveram CUR-NP com tamanho médio de 45 nm determinado por disperséo
dindmica da luz, e uma elevada eficiéncia de encapsulamento foi determinada (90,88%). Esses
autores observaram uma liberacdo biféasica, com uma liberacdo inicial brusca seguida de uma
liberacdo mais lenta controlada por difusdo. Enquanto que 13% da CUR tinha sido liberada
apos uma 1h, 65% de CUR foi liberado em 10 dias de analise. Essas CUR-NP foram utilizadas
contra células de cancer de prdstata in vitro, a viabilidade dessas células foi determinada por
meio do ensaio colorimétrico MTT. As CUR-NP demostraram maior eficacia na diminuicao da
viabilidade celular, uma vez que foram necessarias doses de 20-22,5 UM enguanto que a CUR
livre conseguiu diminuicdo da viabilidade com 32-34 uM. Por conseguinte, esses autores

concluiram que nanoesferas de PLGA sdo capazes de liberar CUR ao longo de um periodo



34

prolongado para atingir no alvo uma entrega sustentada de CUR, tornando-o um candidato

potencial para a terapia do cancer.

Yallapu et al'?. (2010) sintetizaram CUR-NP pelo método de nanoprecipitacdo utilizando 90
mg de PLGA dissolvido em 10 mL de acetona. Nessa solugao foi adicionada 10 mg de CUR
dissolvida em 500 pL de acetona, e agitou-se a solucdo durante 5 min. Nessa solugédo adicionou-
se a fase aquosa composta por alcool poli-vinilico (PVA) de diferentes concentracfes que
variaram dentre 0,25-1% w/v e poli (L-lisina), ao longo de um periodo de 10 min numa placa
de agitacdo magnética operada a 800 rpm. A suspensdo foi deixada em agitacdo durante 24
horas para evaporacdo do solvente. As propriedades nanométricas da suspensdo forma
analisadas mediante método de dispersao de luz. Foi observado diminuicdo de tamanho com o
aumento de concentragdo de PVA utilizado uma vez que obtiveram CUR-NP com tamanhos
dentre 560,4, 256,8, 246,8, 205, 95,6 e 76,2 nm para concentracdes de 0, 0,25, 0,50, 0,75 e 1%.
Foi observado potencial zeta entre +0,06 e -0,06 para as seis formulacbes preparadas. A
eficiéncia de encapsulamento observada por foi entre 49,56 e 89,53%. Utilizando microscopia
eletronica de varredura (MEV) foram observadas nanoparticulas de 45,18 nm e forma esférica.
Esses autores observaram uma liberacdo entre 64,37 e 98,92% durante 25 dias, por meio da
técnica de dialise. As formulacdes foram testadas contra células cancerosas, esses autores
observaram que CUR-NP demostrou maior capacidade de inibir a proliferacdo das células
cancerosas comparadas com a CUR livre, uma vez que a CUR-NP demostrou capacidade de
inibicdo utilizando concentracdes entre 13,9 e 9,1 uM, comparada com valores superiores de
15,2 uM da CUR livre.

Chen et al?®. (2010) sintetizaram nanofibras utilizando CUR e PLA utilizando o método de
electrospinning. Para isso, 9% de PLA foi dissolvido em cloroférmio e acetona durante 5 horas
e adicionada CUR em proporcéo de 1,3 e 5%. Essas soluc¢des foram colocadas em seringas com
capilaridade de 0,7 mm que foram levadas ao instrumento electrospinning de 16 kV a uma taxa
de 0,5 mL/h, sendo depositadas em recipientes especiais. Desse procedimento, resultaram
nanofibras com tamanho dentre 971 e 756 nm determinadas por microscopia eletrénica de
varredura. Essas nanofibras de CUR e PLA demostraram atividade anticoagulante, sugerindo-

se uma possivel aplicacdo contra doencas cardiacas.

Anitha et al®. (2011) prepararam CUR-NP utilizando solucio de 1% de quitosana em &cido
acético e 0,1% de sulfato de dextrana. Essas solu¢Ges foram misturadas em agitador durante 15
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min, as NP foram separadas por meio de centrifugagéo a 20.000 rpm durante 20 min, as NP
forma lavadas duas vezes com &gua destilada e resuspendidas em PBS. Solu¢do de CUR em
etanol foi adicionada sobre agiracdo a solucdo de quitosana com sulfato de dextrana. Esse
procedimento resultou em formacéo de CUR-NP dentre 130 e 300 nm de tamanho determinado
por método de dispersdo de luz. As imagens de MEV mostraram CUR-NP esféricas com
tamanho de 220 nm. O potencial zeta registrado para essa nanoformulagéo foi de -30 mV. Esses
autores verificaram uma eficiéncia de retencao de 74%, a liberacdo in vitro foi feita pela técnica
de dispersao direta com uma liberacdo de 70% ap6s uma semana. Essas CUR-NP demostraram
toxicidade contra células cancerigenas, uma vez que a viabilidade celular observada variou

entre 57,9% e 59,5% apos 48h de contato de CUR-NP com essas células cancerigenas.

Basniwal et al*°. (2011) empregaram 100 mg de CUR dissolvida em 20 mL de diclorometano.
Essa solucdo foi entdo gotejada em uma proporcdo de 0,2 mL/min em 50 mL de agua em
ebulicdo sob condicGes de ultrassom com uma poténcia de 100 W e uma frequéncia de 30 kHz
e mantida nessas condic¢des durante 10 min. Desse procedimento resultaram CUR-NP com 30
nm de tamanho (determinadas por dispersdo de luz, microscopia eletrénica de varredura e
microscopia eletronica de transmissao). Essas CUR-NP foram comparadas com a CUR livre e
utilizadas para determinar a CIM sobre S. aureus, B. subtillis, E. coli, Pseudomonas aeruginosa,
Penicillium notatum e Aspergillus niger. Para isso foram preparadas suspensdes dos micro-
organismos incubadas com CUR-NP ou CUR livre em diferentes concentragdes durante 24 a
37°C. A CIM de CUR-NP encontrada para S. aureus, B. subtilis, E. coli, e P. aeruginosa foi de
100, 75, 250, e 200 pg/mL, respectivamente, comparada com 150, 100, 300, e 250 pg/mL para
a CUR livre. J& para A. niger 350 pg/mL de CUR-NP e 400 pg/mL de CUR livre foram
determinadas como CIM. Um achado importante dessa pesquisa foi que esses autores nao
observaram eficécia antibicrobiana contra P. notatum nem com CUR-NP nem CUR livre. Esses
autores observaram por meio de microscopia eletrénica de transmissdao como a CUR-NP ¢
incorporada dentro de S. aureus: 0 processo inicia-se quando a CUR-NP ancora-se na parede
celular do micro-organismo, seguida da ruptura da camada de peptidoglicano e penetragdo

dentro da bactéria.

O método de emulsdo-difusdo-evaporagio modificado foi utilizado por Ghosh et al*. (2012)
CUR em acetato de etila foi adicionada em solucdo de PLGA em acetato de etila, a fase aquosa
contendo brometo de didodecil dimetilamonio foi entdo adicionada, e a emulsédo resultante foi

agitada a temperatura ambiente durante 3 horas antes da homogeneizagédo a 15.000 rpm durante
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5 min. Foram formadas CUR-NP de 15 nm determinado por microscopia de forca atbmica.
Esses autores observaram producdo significativa de espécies reativas de oxigénio singleto
(responsaveis pelo estresse oxidativo das células) em mitocondrias de figado de rato,
demostrando a efeito antioxidante da CUR. As CUR-NP administradas por via oral resultaram

na diminuicdo de células cancerigenas em cancer hepatico induzido em ratos.

Hegge et al®®. (2012) sintetizaram CUR com ciclodextrinas poliméricas supersaturadas
utilizando polietileno-glicol e Cavasol® W7. A formulagdo em concentracdo del0 uM de CUR
associada a luz a 29 J/cm? contra culturas livres de Escherichia coli a mesma concentracio de
PS associada a 4,8 J/lcm? foi testada contra culturas plactonicas de Enterococcus faecalis,
utilizando 30 e 10 min de pré-irradicacdo respectivamente. Apds os tratamentos observaram
0,01% de sobrevivéncia de E. coli..Ja culturas plactonicas de E. faecalisapresentaram reducéo
significativa e até completa inativacdo quando as formula¢Ges foram combinadas a luz a 4,8
Jlem?. O estudo deles demonstra que a supersaturacio de PS pode ser um meio para aumentar
o efeito fotodindmico, sem usar intensificadores de permeacdo, solventes organicos nao
desejadas, ou a introducdo de carga catibnica, sdo estratégias atualmente utilizados para
aumentar o efeito fotodindmico em relacdo a bactérias Gram negativas. O conceito de
supersaturacdo deve ser considerado na formulacdo de PS altamente lipofilicos, tais como a
curcumina, em combinacdo com outras estratégias para aumentar a especificidade do

tratamento e efeito de aPDT.

Chereddy et al?%. (2013) sintetizaram CUR-NP usando PLGA como polimero. As NP foram
preparadas pela técnica de emulséo e evaporacdo do solvente, e foi usado alcool polivinilico
(PVA) como estabilizante. O tamanho médio foi de 176,5 + 7,0 nm, a polidispersdo média de
0,105 £ 0,025, potenzial zeta obtido foi -23,2 + 3,8 mV e eficiéncia de encapsulamento de 89,2
+ 2,5%. A libertacdo da CUR das NP foi feita por estudo de membrana de diélise, com 40,5 £
4,5% da CUR libertada dentro das primeiras 24 h. O estudo de citotoxicidade das CUR-NP,
CUR, PLGA e PLGA-NP em células de gqueratinocitos foi medido por ensaios de metabolismo
celular e de High-densityLipoprotein (HDL), em concentracbes de 30 a 100 pg dessas
formulagdes. N&o houve diferenca estatistica citotoxica na atividade metabolica dos
queratinécitos. O estudo de cicatrizacdo de feridas em camundongos mostrou uma cura

acelerada de feridas tratadas com CUR-NP-PLGA em compara¢do com 0S outros grupos
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PLGA, CUR e NP de PLGA. Esses autores demostraram que CUR-NP de PLGA foi capaz de
controlar e manter a libertagdo de CUR e acido l&ctico, diminuindo a resposta inflamatoria,
acelerando a re-epitelizacdo e formacdo de tecido de granulacdo, além de acelerar

significativamente a cicatrizacdo da ferida quando aplicada topicamente.

Khalil et al*®. (2013) sintetizaram CUR-NP de PLGA com e sem PEG por meio da técnica de
evaporacdo do solvente-emulsdo. CUR e PLGA (5 e 50 mg, respectivamente) foram dissolvidos
em uma mistura de acetato de etila (1,5mL) e cloreto de metila (0,5mL) com ou sem PEG (10
mg) a temperatura ambiente. Essa fase organica foi misturada em 10 mL da solucdo aquosa
composta por PVA (0,5% w/v) e emulsionado por sonicacdo durante 5 min. Logo depois o
solvente organico foi eliminado por evaporagdo sob véacuo. Deste processo resultaram CUR-
NP com tamanho de 161,93 nm, polidispersdo de 0,042 e 77,07% de eficiéncia de
encapsulamento. As nanoparticulas de PLGA-PEG apresentaram tamanho de 152,37 nm, 0,077
de polidispersédo e 73,22 % de eficiéncia de encapsulamento. A liberacdo da CUR das NP foi
feito utilizando o sistema High performance Liquid Chromatography (HPLC), com o qual foi
possivel observar liberagdo de 21% de CUR apds 24 h e um total de 56,9% ap06s 9 dias para as
CUR-NP de PLGA-PEG. Ja a CUR-NP de PLGA apresentou uma liberacdo de 5,8% em 24 h
e de apenas 37% em onze dias. As CUR-NP foram administradas por via oral em ratos e foi
observado o aumento de biodisponibilidade em 15,6 e 55,4 vezes das CUR-NP de PLGA e
PLGA-PEG, respectivamente, em relacéo & forma livre da CUR. Esses autores recomendaram
a mistura desses dois compostos (PLGA e PEG) para formulacdo de CUR-NP para

administracdo por via oral.

Arunraj et al®. (2014) verificaram que o encapsulamento de CUR ndo interferiu com as
propriedades inatas da CUR. Foram sintetizadas nanoesferas de CUR utilizando o método de
moagem Umida e evaporacdo do solvente. Para isso, foram dissolvidos 10 mg de CUR em 5
mL de etanol. ImL dessa solucdo foi adicionada sobre gotejamento em 50 mL de agua
deionizada, sob agitagdo constante de 800 rpm. Essa solucdo foi levada a sonicador a uma
poténcia 130 W e frequéncia de 20 KHz. Foram obtidas nanoesferas entre 50-80 nm e -31mV
de potencial zeta. Esses autores demostraram alta biocompatibilidade sanguinea e auséncia de
interferéncia dessas nanoesferas na coagulacdo. A avaliacdo das propriedades antimicrobianas
dessas nanoesferas foi comparada com a CUR em DMSO. Por meio de contagem de col6nias,
estes autores demostraram uma maior efetividade das nanosfereas de CUR em relagdo a CUR

livre em concentracdo de 2 mg/mL, apds uma incubacgéo de 24 horas em solugdes individuais
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de Escherichia coli, S. aureus e C. albicans. Dentre esses trés micro-organismos, esses autores
observaram a erradicagdo do fungo em relagdo as placas ndo tratadas. Além disso essas

nanoesferas de CUR evitaram a colonizacdo de micro-organismos em modelo de pele de porco.

Ye et al**. (2014) desenvolveram um tipo de nanoparticulas de CUR modificadas com ¢xido
de itrio (Y203), O0xido de itérbio (Yb203, 99,99%), oxido de érbio (Er203, 99,99%) e fluoreto
de sodio (NaF, 98%) dissolvidas em acido nitrico. O efeito antimicrobiano da CUR desenrola-
se principalmente por efeito de fototoxicidade através da producéo de oxigénio singleto (*O5)
apos irradiacdo a <450 nm para inativar micro-organismos e tumores. Comprimentos de onda
<450 nm tem penetracdo mais fraca do que a luz vermelha e infravermelha (NIR), que conduz
a acdo fraca em lesBes profundas in vivo. Utilizando estas fluorescentes puderam modificar a
absorbancia da formulacéo, de espectro visivel para o NIR (980 nm). Os resultados mostraram
que o tamanho médio das nanoparticulas foi 179,5 nm. O potencial zeta foi -33,7 mV. As
imagens SEM das nanoparticulas de conversdo de CUR (UCNPs-CUR) exibiram uma forma
oval. Presenca de oxigénio foi detectada ap6s 30 min de irradiacdo a 980 nm utilizando
Nitrosodimetilalanilina (RNO) com imidazol como scavenger. UCNPs-CUR apresentou efeitos
inibitérios sobre o crescimento de SARM na dependéncia da ativacdo das UCNPs-CUR de 30
minutos de irradiacdo a 980 nm. Vazamento citoplasmatica de SARM foi medida pelo aumento
na absorbancia do sobrenadante bacteriano a 260 nm em compara¢do com controlos nao
tratados. Estes autores sugeriram que as UCNPs-CUR sob irradiacdo destruiram a membrana
celular de SARM. Eles testaram essas UCNPs-CUR em pneumonia causada por SARM em
camundongos. Foi observado que a amoxicilina teve pouca melhoria na quantidade de bactérias
e expressdo de citocinas nos pulmdes dos animais, sugerindo resisténcia aos antibidticos da
bactéria. UCNPs-CUR com a irradiagdo com luz proxima a vermelho diminui de forma

significativa a viabilidade do SARM nos pulmdes dos camundongos tratados.

Hazzah et al*®. (2015) prepararam nanoparticulas solidas de lipideo (NSL) contendo CUR pelo
método de homogeneizacgéo quente utilizando Gelucire 50/13 e poloxamer 407 como agentes
estabilizantes, e Gelucire 39/01 como o lipideo de teste a uma concentragdo de 5%. Foram
obtidas NSL com tamanho entre 184 e 950 nm e polidisperssdo de 0,441 e 1,00. As NSL
apresentaram potencial zeta entre -17 e -15 mV. A eficiéncia de encapsulamento foi de 78 a

98%, determinada por centrifugacdo das amostras a uma velocidade de 22000 g, durante 1 hora
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a 4°C. O estudo de liberagdo utilizando o método de dialise demonstrou uma liberacdo entre
41,5 e 53%. Esses autores verificaram a capacidade adesiva das NSL de CUR & mucosa oral de
frango, facilitando assim a aplicabilidade clinica dessa nanoformulacdo. Além disso, nesse
estudo foi verificada a CIM das NSL de CUR sobre: Staphylococcus aureus, Streptococcus
mutans, Streptococcus viridans, Lactobacillus acidophilus, Escherichia coli e Candida

albicans, e os valores desses testes foram 1,5, 3, 0,375, 6, 3, e 0,375 mg/mL respectivamente.

Ramalingam et al®®, (2015) sintetizaram nanofibras de CUR por electrospun utilizando poli(2-
hidroxietil metacrilato) [p(HEMA)] como polimero. Foi utilizado um aparato de electrospinnig
para diluicdo do polimero em etanol, na qual foi adicionada CUR. Foram obtidas nanofibras
com diametro entre 20 e 110 nm. Mediante o uso de microscopia eletrénica de varredura (MEV)
esses autores evidenciaram uma adequada distribuicdo de CUR nas nanofibras. Foi verificada
uma liberacdo de CUR de 72% ap0s 240 horas. A analise de viabilidade celular em células de
Chang do figado expostas a essas nanofibras de CUR demostrou viabilidade de 65 e 72 % em
120 e 72 horas, respectivamente. O efeito antimicrobiano desta formulacdo foi testada em
micro-organismos resistentes a antibidtico como SARM, e ndo resistentes como S. aureus,
Escherichia coli e Klebsiella pneumonia. Foi observado um halo de inibi¢cdo de 17 mm para

SARM e S. aureus e de 18 mm para Escherichia coli e Klebsiella pneumonia.

Udompornmongkol e Chiang!® (2015) sintetizaram nanoparticulas de CUR e goma arabica
(GA) dissolvida em acetona, como fase organica, que foi misturada em quitosana (CS) (fase
aquosa). Ambas fases foram emulsionadas em homogeneizador a 15.000 rpm durante 10 min.
Foram obtidas nanoparticulas de 136,3 + 3,9 nm, com Indice de Polidispersdo (PDI) 0,362 +
0,022, o potencial zeta foi de +50 mV. A analise com microscopia eletronica de transmissao
mostrou CUR-NP esféricas, com particulas de dimensdes 60-200 nm. A eficiéncia de
encapsulamento foi de 95,02 £0,03%. Nesse estudo, espectroscopia infravermelha foi feita para
caracterizar formacdo de CUR-NP. O espectro de CUR apresentou uma banda de absor¢édo a
1602 cm™. Os espectros de CUR-NP e NP de controle foram semelhantes. No entanto, picos
em 1646 e 1542 cm™ apresentaram valores ligeiramente mais baixos, tipicos de CS e GA,
respectivamente. Além disso, o pico a 1610 cm™ de GA desapareceu. Para a liberacdo de CUR
das NPs in vitro, foi feito uso de membrana de dialise, em que observou-se 76% de taxa de
libertacdo apds 8h. Essas CUR-NP foram testadas contra células de carcinoma colo-retal
humano. Essas células cancerigenas foram expostas a CUR-NP, CUR em DMSO, ou NP.

Depois de 24 horas as células expostas a NP apresentaram 80 % de viabilidade celular, no
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entanto a viabilidade das células expostas a CUR-NP e CUR em DMSO reduziu
significativamente. Absorcéo celular foi avaliada utilizando linhagens celulares HCT116 e
HT29. Com base em microscopia de fluorescéncia, a CUR por ser auto-fluorescente emitiu uma
fluorescéncia verde, enquanto que os controles CUR-negativos foram escuros (sem
fluorescéncia aparente detectada). Houve uma fluorescéncia verde-clara em células tratadas
com NP-CUR, uma fluorescéncia fraca foi detectada nas células tratadas com CUR em DMSO.
Portanto, foi considerado que as células cancerigenas do célon tiveram uma maior absorcéo de
CUR das NP. Em conclusdo desses autores, a CUR foi encapsulada em nanoparticulas pelo
método difusdo de solvente-emulsdo com boas propriedades fisico-quimicas e uma alta
eficiéncia de encapsulamento. Segundo os autores, este foi o primeiro estudo, a conhecimento
deles, a usar GA e CS como transportadores para encapsular CUR por meio de nanoparticulas
de libertacdo controlada. Além disso, CUR-NP apresentou melhores atividades anti-cancer
colo-retal contra linhagens de células HCT116 e HT29, uma vez que as CUR-NP foram mais
facilmente captadas e induziram mais rapidamente a apoptose celular, sugerindo que elas
podem ser benéficas em terapia de cancer.

A pesar que a eficacia antimicrobiana da CUR associada a luz ja foi verificada em
estudos prévios o uso de solventes organicos para sua veiculagdo ainda representa um problema,
por isso que diferentes pesquisas tentaram o encapsulamento da CUR em sistemas
nanoestrucutrados, contudo a maioria dos trabalhos reportados avaliam a eficacia de essas
formulacGes de CUR contra cancer, poucos séo os trabalhos feitos para a inativagdo microbiana,
além disso os efeitos da aPDT mediada por nanoformulacbes de CUR contra biofilmes mistos

ainda sdo escasos.
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3 PROPOSICAO
Com base nessas informagdes, 0 objetivo geral deste estudo foi sintetizar, caracterizar e
avaliar a atividade fotodindmica antimicrobiana da CUR encapsulada em nanoparticulas
poliméricas (CUR-NP). Em todos estudos, a avaliacdo da CUR-NP foi comparada a curcumina
livre (CUR). Os objetivos especificos deste estudo foram:
1- Sintetizar e caracterizar CUR em nanoparticulas poliméricas (CUR-NP) mediante o
método de nanoprecipitacao;
2- Avaliar o efeito da aPDT em culturas plancténicas de C. albicans, S. mutans e SARM
3- Awvaliar in vitro o efeito da aPDT mediada pela CUR e CUR-NP em biofilme misto de
S. mutans, SARM e C. albicans.
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4 MATERIAL E METODO

41  Materiais

Curcumina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA > 65% de pureza) C1386;

Acetona P.A.-A.C.S. (Labsynth Produtos para Laboratorio Ltda, Diadema, SP, Brasil);

Agua destilada;

Dextrana (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) 00268;

Agua mili-Q;

Alca de inoculacdo 10 uL, esteril (Plastbio, Curitiba, PR, Brasil);

Alca de Drigalsky (Vidrolabor, S&o Paulo, SP, Brasil);

Cloreto de Potassio (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP, Brasil);

Cloreto de Sadio (Labsynth Produtos para Laboratoério Ltda, Diadema, SP, Brasil);

Fosfato de Potéssio dihidratado (Labsynth Produtos para Laboratorio Ltda, Diadema, SP,
Brasil);

Fosfato de s6dio monohidratado (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP,
Brasil);

Cubeta de 4,5 mL (Cartel, SP, Brasil);

Muitis Salivaris Agar (Difco, Laboratories, Detroit, MI, USA);

Sacarose (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP, Brasil);

Bacitracina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA);

Meio de cultura Mannitol Salt Agar (Acumedia Manufactures, Baltimore, MD, EUA);
Sabouraud Dextrose Agar com 5 mg/mL de cloranfenicol (SDA, Acumedia Manufacturers Inc.,
Baltimore, MD, USA);

Meio de cultura Trytic Soy Broth (TSB - Acumedia Manufactures, Baltimore, MD,

USA);

Meio de cultura Yeast Nitrogen Base (YNB - Difco, Detroit, MI, USA);

Meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI, HiMedia Laboratories, Mumbai India) 1% de
glicose;

Glicose (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP, Brasil);

American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA) SARM (ATCC 33591);

American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA) S. mutans (UA159 ATCC 700610);
American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA) C. albicans (ATCC 90028);
Microtubos tipo Eppendorfs Graduado (Axygen, Curitiba, PR, Brasil); 83
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Placas de 24 pocos de fundo plano e estéril (TPP Techno Plastic Products, Trasadingen, Suica);
Placas de 96 pogos de fundo plano e estéril (TPP Techno Plastic Products,
Trasadingen, Suica);

Placas de Petri 90 X 15 mm descartaveis e estéreis (J Prolab Industria e Comércio de Produtos
para Laboratorio Ltda., Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil);

Ponteiras amarelas para micropipeta 20-200 puL (Axygen Scientific, Union City, CA,
EUA);

Ponteiras azuis para micropipeta 100-1000 uL (Axygen Scientific, Union City, CA,
EUA);

Ponteiras para micropipeta 10 mL (Axygen Scientific, Union City, CA, EUA);

Tubos tipo Falcon de 10 mL, estéril (TPP, Techno Plastic Products, Trasadingen,
Suica);

Micropipeta de 20-200 uL (Boeco, Hamburgo, Alemanha);

Micropipeta de 100-1000 pL (Boeco, Hamburgo, Alemanha);

Micropipeta de 1-10 mL (Boeco, Hamburgo, Alemanha);

Agitador de tubos Modelo: AP 56 (Phoenix Industria e Comércio de Equipamentos
Cientificos Limitada, Araraquara, SP, Brasil);

Agitador magnético Modelo: 78HW-1 (Andrade’s Comércio e materiais Ltda, Sao
Paulo, SP, Brasil);

Camara de fluxo laminar vertical, Modelo: PA 115. No. 12898 (Pachane Ind. e Com.
Ltda, Piracicaba, SP, Brasil);

Centrifuga de tubos Falcons Modelo: 5810R (Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha);
Espectrofotdmetro — Biospectro Modelo: SP-220 (Equipar Ltda, Curitiba, PR, Brasil);
Espectrofotdmetro UV-Vis (SQ 4802 UV-Visible Double Beam Spectrophotometer UNICO,
United Products & Instruments Inc.);

Estufa bacteriologica Modelo — MA 0324 (Marconi Equipamentos Laboratoriais
Limitada, Piracicaba, SP, Brasil);

Estufa de CO2 5% Modelo: L212 (Laboven, Qingdao, China);

Freezer -80°C (Thermo Scientific, USA);

Incubadora de bancada shaker Modelo: Q816M20 (Quimis Aparelhos Cientificos
Ltda, Diadema, SP, Brasil);

Microscopio de fluorescéncia Modelo: BX51 (Olympus, Tékio, Japdo);

Microscopio eletronico de Varredura com Emissdo de Campo (JEOL modelo 7500F);
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Aparelho Sputter Coater (SCD 050 BAL-TEC);

CTAB (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)H9151;

Zetasier Nano ZS (Malvern Instruments Ltd, Malvern, UK);

DFBF (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) 105481,

TWEEN 20 (Labsynth Produtos para Laboratorio Ltda, Diadema, SP, Brasil);
Lamina (Precision Glass Line);

Laminula Lamina (Precision Glass Line);

DMSO (Labsynth Produtos para Laboratorio Ltda, Diadema, SP, Brasil).

4.2 Metodos
Fotossensibilizador e Fonte de Luz

Curcumina (CUR) (1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxi-fenil) -1,6-heptadieno-3, 5-diona) foi
diluida em dimetilsulfoxido (DMSO) a 10% e agua destilada estéril na concentracdo de 1200
uM. A concentracdo de DMSO a 10% foi selecionada com base em estudos prévios que
demonstraram auséncia de toxicidade contra Candida albicans®.

Um aparelho LED, composto de oito LEDs (LXHL-PR09, Luxeonl IlIl Emitter,
Lumileds Lighting, San Jose, CA) de aproximadamente 455 nm (azul) e com intensidade de
iluminacdo média de 36 mW/cm?, desenvolvido pelo Instituto de Fisica de S&o Carlos - USP,
foi utilizado para ativacdo do FS. Para o célculo da dose de luz (fluéncia), foi utilizada a
formula:

Dose de luz (J/cm?) = Intensidade de luz (W/cm?) x tempo de iluminagéo (segundos).
Sintese e caracterizacdo da CUR em nanoparticula polimérica
Fotossensibilizador e Encapsulamento em Nanoparticulas

A sintese de CUR em nanoparticulas poliméricas foi feita pelo método de
nanoprecipitacdo, para isso, uma solugdo estoque de CUR em concentracdo de 0,4% foi
preparada em acetona. Para o encapsulamento da CUR em nanoparticulas (NP), uma fase
aquosa contendo sulfato de dextrana 1% (DEX) foi adicionada sobre gotejamento a uma fase
organica contendo o polimero poli-acido latico (PLA) (0,5%) em acetona e o FS, dito
procedimento foi realizado em temperatura ambiente (22-25°C) e rotacdo magnética lenta (90-
100 rpm), apds esse procedimento a solucdo foi deixada sobre agitacdo magnética na mesma
velocidade mencionada antes (90- 100 rpm) durante 10 minutos. Nanoparticulas sem CUR

foram sintetizadas pelo mesmo método como controle. A solucéo de nanoparticulas (CUR-NP)
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foi deixada por 24 horas em temperatura ambiente para evaporac¢ao do solvente e estabilizagédo
do sistema. Esse procedimento resultou em NP anionicas.

Para a sintese de CUR-NP e NP cati6nicas o0 mesmo procedimento foi realizado, com a
diferenca que depois da evaporacdo do solvente foi adicionada uma solucdo de CTAB a 2%
com NaCl 1,76% preparado em agua ultra-pura estéril. A solucdo final de NP catidnicas
resultou numa proporcéo final de CTAB de 0,12 a 0,2% e NaCl de 0,08 a 0,09%.

Caracterizacdo das NP-CUR e NP

Apds o encapsulamento das CUR em NP, as amostras foram caracterizadaa pelas suas
propriedades nanométricas, como tamanho médio de particula, indice de polidisperséo (PI, que
avalia a homogeneidade da formulagdo) e potencial zeta (para determinacdo da carga de
superficie). Para isso foi utilizado o aparelho Zetasizer Nano ZS da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, sob responsabilidade do Prof. Marlus Chorilli. As leituras foram realizadas a
25°C. Dynamic light scattering (DLS) é um método rapido para a determinacdo do tamanho
médio, e o Pl de uma amostra. Este método esta baseado a partir da interacdo da luz, com as
particulas geralmente a uma observacdo angulo de 90°. O modelo de célculo baseia-se no
principio de esfera equivalente, em que cada particula é visto como uma esfera*’ DLS analisa
a distribuicdo de velocidades de movimento das particulas através da medicdo dindmicos
flutuacGes de intensidade de espalhamento de luz causado pelo movimento Browniano das
particulas.*® As leituras foram feitas nos dias 0; 7; 15; 35 e 40 ap0s a sintese das CUR-NP e
NP.

Analise da morfologia das nanoparticulas

Solugdes de NP-CUR e NP anibnicas e catidnicas forma preparadas em agua ultra- pura
estéril (1:50) as mesmas que foram gotejadas sobre stub condutores e secadas no aparelho
Sputter Coater. A morfologia das particulas foi analisada em microscopia eletronica de
varredura com emissdo de Campo (MEV-FEG) do Instituto de Quimica UNESP- Univ.
Estadual Paulista, Araraquara, SP, Brasil.

Eficiéncia de Encapsulamento (EE)

Para a eficiéncia de encapsulamento (EE) 5mL as amostras de CUR-NP anibnica e
cationica a 52 uM foram centrifugadas a 6000 rpm por 10 minutos, € a por¢do sedimentada
(nanoparticulas) foi resuspendida em agua ultra-pura (5mL), cuja absorbancia foi determinada
em espectrofotdmetro UV-visivel. A eficiéncia de encapsulamento foi calculada utilizando-se

a formula:
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FSiivre = (FStotal — FSresuspendido)/F Stotat X 100.

%= FStotal — FSiivre
Espectro de Absorcéo e Estudo da Fotoestabilidade dos FSs

A absorbancia de amostras de CUR e CUR-NP em concentragédo de 130 puM foi
determinada em espectrofotémetro UV/VIS entre 200-1100 nm. Essa concentracdo foi
determinada ap6s uma leitura inicial da formulacdo em concentracéo de 260 UM, foi verificado
que naquela concentracdo inicial ndo era detectada um sinal méximo de absorbancia, motivo
pelo que foi feita a diluicdo na metade da concentracdo. A fotoestabilidade da CUR-NP foi
comparada com a da CUR em DMSO (10%) e agua destilada estéril. A fotodegradacédo foi
monitorada pelo registro do espectro de absorcéo entre os comprimentos de onda de 200 a 700
nm das amostras ap6s iluminagdo. CUR e CUR-NP, num volume de 10 mL cada, foram
expostas a diferentes intervalos de iluminacdo (=455 nm) de um dispositivo de diodos
emissores de luz (LED) de 36 mW/cm?. A absorcdo das amostras é determinada antes (0 min)
e apos cada periodo de irradiacdo (5, 10, 15, e 20 minutos, 10,8; 21,6; 32,4 e 43,2 J/cm?
respectivamente). Amostras "branco" (“blank™) corresponderam as solugdes de NP para se
anular a hipdtese de absorg¢ao da solucéo de excipientes (PLA e DEX).
Liberacdo de CUR das NP

O teste de liberacdo foi realizado seguindo a metodologia de Krausz et al**? com
algumas modificagdes. Amostras de NP de CUR anibnica e catidnica foram diluidas em PBS
numa concentragdo de 2 mg/mL e incubadas a 37°C numa velocidade de 100 rpm. Em
intervalos de 2 horas, amostras foram centrifugadas a 6000 rpm durante 10 min para separar as
nanoparticulas da solucéo, e entdo as NP foram diluidas em acetona para solubilizar a CUR néo
liberada, cuja absorbancia foi determinada em espectrofotdmetro UV-visivel. O total de CUR
liberada foi calculada dividindo-se a absorbancia lida em cada intervalo de tempo pela
absorbancia da CUR encapsulada estimada como méaxima determinadas no estudo de Eficiéncia
de Encapsulamento.
Atividade Fotodinamica

A atividade fotodinamica da CUR e CUR-NP foi avaliada pela taxa constante de
fotodegradacéo de 1,3-difenilisobenzofurano (DFBF). DFBF reage irreversivelmente com 1O,
sofrendo fotodegradacdo caracterizada por 1,4-cicloadicdo que foi detectada como diminuicao
na intensidade das bandas de absorcdo de DFBF. Em um volume de 10 mL de PBS pH 7,2
contendo 0,001% de TWEEN 20, foram adicionados 5 uM CUR ou CUR-NP e 185 uM de

DFBF numa cubeta selada e irradiada pelo LED por diferentes periodos de tempo, como
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descrito acima. A absor¢do da solugdo foi mensurada em espectrofotdbmetro antes e apos a
irradiagdo para se determinar a constante de decomposicdo de DFBF. Amostras "branco”
("blank™) corresponderam a solugdo de NP diluida em PBS'™.
Avaliacao in vitro dos efeitos da aPDT em culturas plancténicas de C. albicans, SARM e
S. mutans
Micro-organismos, CondigGes de Cultivo e Desenvolvimento de Culturas Planctonicas

Cepas padrdo de SARM (ATCC 33591), S. mutans (UA159 ATCC 700610) e C.
albicans (ATCC 90028) foram utilizadas para avaliacdo antimicrobiana. Previamente aos
experimentos, as cepas foram descongeladas e semeadas individualmente por meio da técnica
de esgotamento em quadrante em um dos seguintes meios de cultura sélidos: Mannitol Salt
Agar (MSA, Difco, Detroit, Michigan, USA ) para SARM, Sabouraud Dextrose Agar com 5
mg/mL de cloranfenicol (SDA, Acumedia Manufacturers Inc., Baltimore, MD, USA) para C.
albicans, os quais foram incubados a 37°C em estufa aerdbia por 48 horas, e Mitis Salivaris
Agar (Difco, Laboratories, Detroit, MI, USA) suplementado com 15% de sacarosee 0,2 Ul/mL
de bacitracina (MSB) para S. mutans, incubado em estufa de CO2 5 % a 37°C durante 0 mesmo

periodo de tempo.

Em seguida, com uma alc¢a descartavel estéril, 07 coldnias de SARM da placa de MSA
foram inoculadas em um tubo com 10 mL de caldo Tryptic Soy Broth (TSB). Em outro tubo
com 10 mL de Yeast Nitrogen Base (YNB) foram inoculadas 05 colonias de C. albicans, e num
terceiro tubo contendo 10 mL de caldo Brain Heart Infusion (BHI) suplementado com 1% de
glicose foram inoculadas 10 coldnias de S. mutans. Os tubos foram incubados overnight (16-
18 horas) em estufa aerdbia (C. albicans e SARM) ou de CO2 5% (S. mutans) a 37°C, e assim
foi formado o pré-inoculo.

ApOs esse periodo, uma aliquota de 10 pL. de cada suspensdo foi pipetada sobre uma
lamina que foi recoberta por uma laminula para observagdo em microscopio para avaliar a
pureza da cultura e possibilidade de contaminagéo (variacbes morfol6gicas nas culturas). Na
auséncia de contaminagdo, os pré-indculos foram diluidos em duas razées (1:10 e 1:20) para
realiza¢@o do in6culo. Sendo assim, para diluir na razdo de 1:20, 500 puL do pré-indculo foram
pipetados em um tubo com 9,5 mL de meio liquido para cada micro-organismo (0S mesmos
utilizados para formacao do pré-indculo). Na diluigdo na razdo de 1:10, 1000 pL do pré-indculo
foram pipetados em um tudo de 9,0 mL dos mesmos meios liquidos. Aliquotas de 2 mL das

diluicdes foram transferidas para cubetas, que foram levadas ao espectofotémetro, onde foi lida
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a densidade optica (DO) das diluicBes (a primeira leitura € denominada de DOo, e 0s
comprimentos de onda utilizados foram de 540 nm para o fungo e 600 nm para as bactérias).
Os tubos foram entdo incubados em estufa aerdbia a 37°C (SARM e C. albicans) e em estufa
de CO2 5% a 37°C (S. mutans) para o crescimento dos micro-organismos até a fase mid-log das
curvas de crescimento (metade da fase logaritma), previamente estabelecidas, conforme
ilustrado nas Figuras 1, 2, 3, respectivamente para C. albicans e SARM e S mutans. Passadas 4
horas de incubacdo, a DO de SARM e S. mutans foram novamente lidas (600 nm, DO1) e 0
valor obtido foi subtraido da DO (ADO = DOz - DOo). O mesmo foi feito para o fungo, porém
a DO é lida (540 nm) apds 8 horas de incubag&o (fase mid-log). A partir das ADO, foi escolhida
uma das diluicGes, tanto de SARM, quanto de S. mutans e C. albicans, para ser utilizada nas
culturas planctonicas. Nesse ponto de crescimento, o valor médio de ADO do SARM foi 0,636
que correspondeu a um valor médio de 4,47x10% UFC/mL, conforme previamente estabelecido.
Ja para C. albicans, o valor médio de ADO foi 0,550, o que correspondente a um valor medio
de 7,94x108 UFC/mL. Para S. mutans, o valor médio de ADO foi 0,684, correspondente a
2,94x10® UFC/mL. Essas suspensdes foram padronizadas para serem utilizadas nos testes
planctonicos e para formacdo de biofilme, de forma que para C. albicans a concentracdo da
suspensdo foi padronizada entre 1x10® e 1x10” UFC/mL, e para SARM e S. mutans a
concentracéo foi padronizada entre 1x107 e 1x108 UFC/mL.

Figura 1- Curva de crescimento de Candida albicans ATCC 90028.
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Figura 2- Curva de crescimento de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (ATCC

33591).
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Figura 3- Curva de crescimento de Streptocococcus mutans (UA 159 ATCC 700610).
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Terapia Fotodinamica antimicrobiana (aPDT) em culturas plancténicas

Aliquotas 100 uL de cada suspensdo padronizada foram transferidas para orificios de
placas de cultura de 96 pocos de fundo plano, nos quais foram adicionados 100 uL de FS (CUR
livie em DMSO ou NP-CUR ani6nica ou catidnica) em concentracdo de 260 puM, resultando
em uma concentracdo final de 130 uM. As placas foram mantidas no escuro durante 40 min
(tempo de pré-irradiacdo), tempo que foi determinado em estudos piloto (dados ndo
apresentados). Depois desse tempo as placas foram iluminadas com luz LED durante 20 min
correspondentes a uma dose de luz de 43,2 J/cm? (grupos C+L+). Com o intuito de avaliar
efeito toxico do FS, amostras de culturas microbianas foram incubadas com cada FS (CUR livre
em DMSO ou CUR-NP anibnica ou catiénica) e mantidas no escuro durante 60 minutos,
correspondentes ao tempo de pré-irradiacdo e iluminacdo (grupos C+L-). A toxicidade das NP
sem CUR anibnica ou catidnica foi avaliada mediante a incubacdo das suspensdes microbianas
com as NP e mantidas no escuro durante 60 min (grupos N). Também foi avaliado o efeito da
luz sobre as culturas microbianas, para isso 100 puL de PBS foi agregado a cada suspenséo e
incubada durante 40 min e depois iluminadas durante 20 min (43,2 J/cm?) (Grupo C-L+). Ja o
grupo controle ndo recebeu nem FS nem luz (C-L-).

Desenvolvimento de biofilme misto de trés espécies.

Previamente a formacdo dos biofilmes, os indculos de SARM e S. mutans, que atingem
valores médios por volta de 108 UFC/mL, foram diluidos 10 vezes para serem utilizados para
formacdo do biofilme. Aliquotas de 50 pL das suspensBes na fase mid-log de cada micro-
organismo nas concentracdes mencionadas previamente foram transferidas para orificios de
placas de cultura de 96 pocos de fundo plano, que foram incubadas em estufa de crescimento
de 5% de COz a 37°C durante 90 minutos, que correspondem a fase de adesdo do biofilme.
Ap0s esse tempo, 0s pocos das placas foram lavados duas vezes com solucdo tampéo de fosfato
(PBS, agua destilada 100 mL, 0,4% de NaCL, 0,012% de KH2PO4, 0,010% de KCI, 0,072% de
Na2HPOs) estéril. Em seguida, BHI caldo suplementado 1% de glicose foi adicionado como
meio de cultura, entdo a placa foi levada a estufa de crescimento de 5% de CO2 a 37°C. Apo0s
24 horas, um volume de 75 pL do meio foi retirado dos orificios das placas e 0 mesmo volume
de meio de cultura novo foi adicionado, e as placas foram levadas a estufa de crescimento de
5% de CO2 a 37°C durante 24h a mais, totalizando um tempo de formacao do biofilme de 48h.

Terapia Fotodinamica (aPDT) em biofilme misto de trés espécies
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Apos o desenvolvimento do biofilme, o meio de cultura foi cuidadosamente aspirado de
cada orificio utilizando-se uma micropipeta e as amostras foram lavadas duas vezes com PBS
estéril. Aliquotas de 150 puL de CUR livre na concentragdo de 1200 puM concentragdo
determinada em estudos piloto como efetiva para a fotoinativacao deste biofilme misto(dados
ndo mostrados) ou 150 uL na concentracdo de 260 uM de CUR-NP anibnica ou catiénica
(concentracdo maxima encapsulada) foram adicionadas em cada orificio sobre os biofilmes,
que foram entdo incubados por 40 minutos (tempo de pré-irradiacdo). Em seguida, o biofilme
foi iluminado em dose de 43,2 J/cm?, correspondente a 20 minutos (Grupo C+L+). Para se
verificar um possivel efeito toxico do FS, amostras adicionais de biofilmes foram expostas
somente ao FS (CUR ou CUR-NP ani6nica ou catidénica) como descrito acima, porém na
auséncia de luz (grupos C+L-) durante 60 minutos, referentes aos tempos de pré-irradiacao e
iluminacdo, no escuro. As NP sem CUR foram incubadas com os biofilmes para se avaliar um
possivel efeito toxico das NP (grupo N). Um outro grupo, biofilmes foram incubados com PBS
pelo mesmo tempo de incubagdo expostos somente a irradiacdo do LED como descrito acima
porém na auséncia do FS (grupo C-L+). Ja o grupo controle consistiu de biofilmes ndo expostos
nem ao FS nem a luz (C-L-, biofilmes mantidos com PBS pelos mesmos tempos de incubacéo
de 40 minutos e de irradiacdo de 20 minutos).

Ap0s os tratamentos, as culturas plancténicas e os biofilmes foram analisados pelo
seguinte método:

Contagem do namero de col6nias viaveis: Apos o tratamento de cada um dos grupos, no caso
das culturas planctonicas, aliquotas de 100 pL de cada suspensdo foram transferidas para um
tubo com 900 uL de PBS, os quais foram agitados por 1 minuto. No caso dos biofilmes, as
amostras de cada biofilme foram individualmente desprendidas do fundo placa por meio de
raspagem com ponteira estéril de pipeta durante 1 minuto. Em seguida essa suspensao do
biofilme foi transferida para tubo com 900 puL com PBS. Posteriormente, o tubo foi agitado em
agitador de bancada e 100 uL dessa solucéo foi transferida a um outro tubo contendo 900 pL
de PBS realizando-se assim dilui¢Bes seriadas decimas foram feitas quatro diluicdes (1x10%)
para fungo e seis diluicdes (1x10°) para bactérias, e aliquotas de 25 uL de cada uma dessas
diluicdes foram semeadas em duplicata em placas de SDA, MSA e MNA para C. albicans, S.
mutans e SARM, respectivamente, que foram incubadas a 37°C por 48h (para S. mutans a
incubacéo foi feita em estufa de CO2 5%). Ap0Os esse periodo, as colonias foram contadas e 0s
nameros de unidades formadoras de col6nias por mililitro (UFC/mL) foram calculados

utilizando a formula:
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UFC/mL= média de N° de colénias em duplicata x D/ 0,025 mL
D= Diluicdo em que as coldnias foram contadas

Microscopia de Fluorescéncia

Aliquotas de 500 pL de cada solucdo plancténica foram transferidas a uma placa de
cultura de 24 pogos de fundo plano, e aliquotas de 500 uL de FS (CUR livre ou NP-CUR
anibnica ou catiénica) foram adicionados a cada poco resultando numa concentracdo de 130
uM e mantidas no escuro durante 40 min. Depois desse tempo, um volume de 500 uL da
suspensdo foi substituida por 500 pL de PBS. As placas foram observadas em microscépio de
fluorescéncia utilizando a faixa de 400- 550 nm.

Analise estatistica.

Os experimentos foram realizados em triplicata em trés ocasifes diferentes. Os dados
das propriedades nanométricas das formulac6es foram ndo normais e heteroscedasticos por isso
foram analisados pelo teste Friedman. Os dados de UFC/mL foram convertidos a logaritmo e
submetidos a testes de normalidade e homogeneidade de varidncias. Dados das culturas
planctonicas determinandos como normais e homocedasticos foram analisados por ANOVA e
post-hoc de Tukey. Dados normais e heterocedasticos foram analisados por ANOVA com
correcdo de Welch e post-hoc de Games-Howell. Os dados de biofilmes foram analisados

mediante MANOVA. Em todos os casos o nivel de significancia adotado foi de 5%.
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5 RESULTADOS
Sintese e caracteriza¢do das nanoparticulas

A sintese das CUR-NP foi feito pelo método de nanoprecipitacdo. As NP obtidas
apresentaram concentragdo final foi de 260 pM, porque concentragdes maiores de CUR
resultaram em agregacdo da CUR. As propriedades nanomeétricas dessas formulag@es (tamanho,
polidispersdo e potencial zeta) avaliadas por dispersdo de luz DLS estdo apresentadas na Tabela
1. Essas propriedades das CUR-NP anidnicas e catidnicas e das NP anidnicas e catibnicas foram
avaliadas até 40 dias. A formulagdes demonstraram estabilidade do ponto de vista
farmacotécnico, uma vez que essas propriedades das formulagdes foram mantidas até 35 dias

apos sua sintese.

Tabela 1- Valores médios de tamanho, polidispersdo e potencial zeta (+ desvio padrdo) das
formulacGes de CUR-NP, NP aniénica, CUR-NP e NP catiénica (n=9 cada). Dados analisados

mediante o teste de Friedman (continua).

Letras iguais demostram que ndo houve diferenca estatistica significativa. (p > 0,05)

Letras diferentes demostram que houve diferenca estatistica significativa. (p <0,027)

Formulacéo Dias  Tamanho Pl (média) Potencial Zeta
médio (nm) (mV) (média)
NP Anibnica 0 203,6 (+19,1)a 0,10(x0,01)a -32.7 (x0,96)a
7 2669 (£23,7)b 0,21 (x0,09)ab -25.8 (+1,76)b
15 284,3 (£8,2)b 0,25 (x0,02)b  -17.8 (+ 2,24)c
35 289,4 (+43,9)b 0,29 (x0,04)bc -12.8 (+5,44)cd
40 399,5(x17,7¢c 0,31 (x0,02)bc -4.9 (+0,96)e

CUR-NP Anibnica 0

237,9 (+34,2)a

0,08 (£0,08)a

-35.2 (+ 6,52)a

7 259,1 (+27,9)ab 0,22 (x0,02)b  -25.4 (+ 2,95)b
15 270,2 (£ 64,2)ab 0,16 (+ 0,1)ab  -16.3 ( 2,64)c
35 273,3 (£48,7)ab 0,27 (+0,04)b  -13.9 (+ 5,17)cd
40 326,1 (+61,4)b 0,28 (+0,07)b -4.29 (+ 3,32)e
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Tabela 1- Valores médios de tamanho, polidisperséo e potencial zeta (+ desvio padréo) das
formulacGes de CUR-NP, NP ani6nica, CUR-NP e NP catidnica (n=9 cada). Dados analisados
mediante o teste de Friedman (concluséo).

Letras iguais demostram que ndo houve diferenca estatistica significativa. (p > 0,05)

Letras diferentes demostram que houve diferenca estatistica significativa. (p <0,05)

NP Catidnica 0 205,3 (x27,1)a 0,20(x0,03)a +30(x1,36)a
7 2488 (+27,8)b 0,24 (+0,03)a +29.3 (+251)a
15 297,6 (+9,2)ce  0,32(+0,01)b +23.3(x3,9)b
35 263,3 (+13,3)bd 0,25 (+0,04)a  +14.3 (+ 1,48)c
40 290,3 (£ 25,9)e 0,30 (+0,08)d +5.5(+1,62)d

CUR-NP Cationica 0 239 (x 47,6)a 0,20 (£ 0,07)a +32(x1,45)a
7 305,6 (£22,8)b 0,27 (+0,04)a +28.8 (+5,75)b
15 256,6 (+34,1)a 0,29 (+0,08)a +24.7 (+ 1,89)bc
35 266,9 (£ 13,5)a 0,25(+0,04)a +13.8 (+ 0,53)d
40 279,9 (+42,7)ab 0,25 (£ 0,08)a +6.9 (+ 3,23)e

Fonte: Elaboracdo do Autor

Na andlise estatistica das NP anionicas foi verificada diferenca significativa de tamanho
(p<0,001) das NP no dia 0 em relag&o as outras leituras 7,15,35 e 40 dias, diferenca que também
foi observada nas comparagOes do dia 40 em relacdo aos demais dias (0,7,15 e 35) (p<0,001).
N&o foi verificada diferenca estatistica de tamanho entre a leitura do dia 7 com relacéo aos dias
15 e 35 (p=0,297). Também nao foi observada diferencga estatistica de tamanho entre as leituras

do dia 15 em relacdo aos dias 7 e 35 (p> 0,297).

Na analise do PI das NP anibnicas foi verificada diferenca estatistica da leitura do dia 0 em

relacdo as leituras dos dias 15,35 e 40 (p<0,001), enquanto ndo houve diferenca significativa
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do dia 0 com o dia 7 (p=0,062). As comparac¢Ges multiplas do dia 7 em relagdo aos outros dias
(0,15, 35 e 40) ndo demostraram diferenga significativa (p> 0,062). A leitura do dia 15
demostrou diferenca significativa quando comparada com os dias 35 e 40 (p<0,001). Na leitura

do dia 35 ndo foi verificada diferenca com as leituras dos dias 7 € 40 (p> 0,188).

As comparacdes multiplas de potencial zeta para as NP anidnicas ndo foi verificada diferenca
significativa entre as leituras dos dias 15 ¢ 35 (p> 0,074), ao passo que as leituras do dia 0 foi
diferente as leituras dos dias 7,15,35 e 40 (p<0,001), similar valor de p foi observado nas
comparacg0es da leitura do dia 7 em relacéo aos dias 15,35 e 40 (p<0,001) e do dia 15 com o dia

40 (p<0,001), a comparacéo entre o dia 35 e 40 apresentou diferenca estitistica de (p=0,027).

No tamanho das CUR-NP ani6nicas foi verificado diferenca significativa do dia 0 em relacdo
com o dia 40 (p=0,018), enquanto ndo foi observada diferenca estatistica na leitura do dia 0 em
relacdo as leituras dos dias 7, 15 e 35 (p> 0,216). A leitura do dia 7 ndo apresentou diferenga
significativa em relagdo as outras leituras (0,15,35 e 40 dias) (p> 0,075) fato que também foi
verificado nas leituras do dia 15 e 35 quando comparadas com os outros dias (p> 0,363) e (p>

0,216) respectivamente.

O PI das CUR-NP apresentou diferenca singnificativa entre a leitura do dia 0 em relacéo aos
dias 7,35 e 40 (p<0,001), enquanto ndo foi verificadadiferenca estatistica do dia 0 respeito da
leitura do dia 15 (p=0,463). Também néo foi verificada diferenca entre a leitura do dia 7 em
relagdo as leituras dos dias 15, 35 e 40 (p> 0,069). A leitura do dia 15 fo1 estatisitcamente
diferente as demais leituras (p> 0,052), além disso ndo foi verificada diferenca estatistica na

leitura do dia 35 em relagdo com os dias 7, 15 e 40 (p> 0,052).

Na analise estatistica do potencial zeta das CUR-NP ndo foi verifica diferenca significativa
entre as leituras do dia 15 em relacdo com o dia 35 (p= 0,349). Os demais valores das leituras
foram diferentes entre si (p<0,001).

No tamanho das NP catibnicas foi verificada diferenca significativa do dia 0 com os dias
7,15,35 e 40 (p<0,001), também foi verificada diferenca do dia 7 em relac&o aos dias 15 e 40
(p<0,004) enquanto ndo foi verificada diferenca do dia 7 com o dia 35 (p=0,730). A leitura do
dia 15 foi diferente estatisticamente as leituras dos dias 7 e 35 (p<0,001), ao passo que a leitura
do dia 15 ndo apresentou diferenca significativa com o dia 40 (p=0,927). A leitura do tamanho

do dia 35 néo apresentou diferenca estatistica com os dias 7 e 40 (p> 0,073).
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A andlise estatistica de PI1 das NP catiénicas demostrou que houve diferenca significativa do
dia 0 com os dias 15 e 40 (p<0,001) e néo foi verificada diferenca entre as leituras do dia 0 com
as leituras dos dias 7 e 35 (p=> 0,064). A leitura do dia 7 foi diferente estatisticamente com as
leituras dos dias 15 e 40 (p<0,003) enquanto ndo foi observada diferenca da leitura do dia 7
com as leituras dos dias 0 e 35 (p>0,075). A leitura do dia 15 apresentou diferenga significativa
com as leituras dos dias 0,7,35 e 40 (p<0,005). O valor de PI do dia 35 apresentou diferenca

significativa em relacdo aos dias 15 e 40 (p<0,023).

Os valores de potencial zeta das NP catidnicas demostraram que houve diferenga significativa
do dia 0 comparado com os dias 15,35 e 40 (p<0,005) porém nado houve diferenca estatistica do
dia 0 com o dia 7 (p=0,931). A leitura do dia 7 apresentou diferenca significativa com os dias
15,35 e 40 (p<0,013) ao passo que o valor de potencial zeta do dia 15 foi diferente aos outros
valores (0,7,35 e 40 dias) (p<0,013) fato que também foi observado nas leituras dos dias 35 e

40 que apresentaram diferenca significativa com os outros dias (p<0,001).

O tamanho das CUR-NP cationicas foi diferente no dia 0 comparado com o dia 7 (p=0,019), e
ndo apresentou diferenca significativa com os dias 15,35 e 40 (p=>0,345). A leitura do dia 7 foi
estatisticamente diferente as leituras dos dias 0,15 e 35 (p<0,021) e ndo apresentou diferenca
com a leitura do dia 40 (p=0,528). O tamanho das CUR-NP do dia 15 ndo apresentou diferenca
significativa com os dias 0,35 e 40 (p> 0,705) similar a leitura do dia 35 a que ndo apresentou

diferenga estatistica com os dias 0,15 e 40 (p> 0,554).

Os valores de Pl das CUR-NP cati6nicas ndo apresentaram diferenca estatistica entre si para

todos os dias de leituras.

Na analise estatistica de potencial zeta das CUR-NP cationicas foi verificada diferenga
significativa do dia 0 com os dias 15,35 e 40 (p<0,001) enquanto nédo foi observada diferenca
estatistica do dia 0 em relagdo ao dia 7 (p=0,616). O dia 7 apresentou-se estatisticamente
diferente dos dias 35 e 40 (p<0,001), ao passo que o dia 7 ndo foi detectada diferenca
significativa com os dias 0 e 15 (p>0,319). Os valores do dia 15 foram estatisticamente
significativos em relacdo com os dias 0,35 e 40 (p<0,001). As leituras dos dias 35 e 40 foram

estatisticamente diferentes com os demais dias (p<0,001).
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Analise da morfologia das nanoparticulas

As imagens feitas em MEV-FEG mostraram nanoparticulas esféricas com tamanhos de
193 e 214 nm de CUR-NP anidnica e catidnica respectivamente, as imagens das formulacgdes
no MEV-FEG foram analisadas ap6s 30 dias da sintese. (Figura 4).

Figura 4- MEV-FEG demostraram forma esférica das formulacdes: A: CUR-NP ani6nica
(magnificacdo de 100.000x), B: CUR-NP ani6nica (magnificacdo de 10.000x), C e D: CUR-

NP catibnica

— 100nm IQ-UNESE 11/18/2018 " E— ium  Ip-UNESF 11/18/2015
X 100,000 2.00kV 3EI GB_LOW WD 7.5mm 3:35:55 X 10,000 2.00KV SEI GB_LOW WD 7.5mm 3:34:42

— 100nm IQ-UNESP 11/18/2015 — 1pm IQ-UNESP 11/18/2015

X 50,000 2.00kV SFT GB_LOW WD 7.5mm 3:50:09 X 10,000 2.00kV SET GB_TLOW WD 7.5mm 3:47:04

Fonte: Autoria propria
Eficiéncia de Encapsulamento

A EE foi determinada por centrifugacdo das CUR-NP anidnica e catiénica (n=3 para
cada formulagdo). Foram observados valores médios de 67%(+2,65) e 64,67%(+2,08) para as
formulacbes de CUR-NP anionica e catibnica, respectivamente.
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Espectro de absorgéo e Estudo de Fotoestabilidade dos FSs

No estudo de absorcao de luz da CUR-NP ani6nica, catidnica e CUR livre, observou-se
que os sinais de absorbancia méaximos para as formulagdes e CUR livre foram proximos na
faixa de espectro UV-visivel, sendo que a CUR-NP ani6nica apresentou maxima absorbancia
em 425 nm, para a CUR-NP catidnica o valor observado foi 426nm e a CUR livre em 429 nm.
Apesar dos valores de comprimento de onda serem parecidos, a absorbancia das formulacdes
de CUR-NP foi maior do que a CUR livre sendo os valores 2,272; 2,256 e 1,645 para CUR-NP
anidnica, cationica e CUR livre respectivamente. Os valores de espectro de absorcéo

encontram-se na Figura 5.

Figura 5- Espectro de absorcdo das formulagGes: CUR-NP Anidnica, CUR-NP Catibnica e

CUR livre (n=3 para cada formulacéo).

Espectro de Absorcao
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< CUR livre
-1
-1,5
-2
2,5

Comprimento de onda (nm)

Fonte: Elaboracdo do autor

No estudo de fotoestabilidade foi possivel verificar reducdo do sinal maximo de
absorcdo maximo das formulag6es proporcional ao tempo de iluminagdo. A fotoestabilidade
das CUR-NP anibnica, encontram-se na Figura 6A. Foi possivel evidenciar uma degradagdo de
60,48% nos primeiros 5 minutos, correspondentes a uma dose de luz de 10,85J/cm? e uma
maxima degradacdo da formulagio de 88,95% com 43,2 J/cm? correspondentes a 20 minutos

de iluminacdo. A Figura 6B apresenta a fotoestabilidade da CUR-NP catibnica, onde foi
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possivel verificar uma degradagédo do FS cationico similar a formulagdo anidnica, pois a maior
degradacdo com a luz foi evidenciada uma degradacéo de 42,19% nos primeiros 5 minutos de
iluminagéo, e ap6s uma dose de luz de 43,2 J/cm? correspondentes a um tempo de iluminagio
de 20 min o FS tinha degradado em 71,67%. A CUR livre apresentou uma degradacédo de
20,26% em 5 minutose 75,06% ap6s uma iluminagéo de 43,2 J/cm? correspondentes a 20 min

Figura 6C.

Figura 6- Fotodegradacdo da CUR apds diferentes periodos de ilumina¢do com luz LED azul
(n=3 para cada FS). (A) CUR-NP Anidnica (B) CUR-NP Cationica (C) CUR livre. (continua)
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Figura 6- Fotodegradagdo da CUR apds diferentes periodos de ilumina¢do com luz LED azul
(n=3 para cada FS). (A) CUR-NP Anibnica (B) CUR-NP Catibnica (C) CUR livre. (Concluséo)
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Fonte: Elaboracéo do autor
Liberacéo

Na curva de liberagdo da CUR foi possivel evidenciar uma liberacdo lenta e progressiva.
Ap6s um tempo de 12 horas foi observada uma liberagéo de 29,1% e 24,4% de CUR das NP
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anionica e cationica respectivamente. Foi possivel observar uma liberagcdo incompleta de CUR,
pois apos 48h 96% de CUR havia sido liberada tanto para a formulagdo anidnica quanto para a

formulacéo catidnica (Figura 7).

Figura 7- Liberacdo de CUR das NP Anionica e Catidnica.

Liberacao de CUR
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Fonte: Elaboracdo do autor
Atividade fotodinamica

A banda de absorbancia detectada para o DFBF foi de 421 nm. Como pode ser
verificado na Tabela 2, o DFBF apresentou uma dréastica reducao na sua absorbancia logo apés
5 minutos de irradiacdo, e pequena reducéo na absorbancia nos tempos de iluminagéo seguintes
para todas as amostras avaliadas. Esse resultado demonstra que a producéo de oxigénio singleto

foi maior nos primeiros 5 minutos de iluminagdo, semelhante em todas as amostras testadas.



62

Tabela 2- Valores de absorbancia do DFBF obtidos para as amostras de CUR, CUR-NP
anidnica e catidnica nos diferentes tempos de iluminagdo para determinacdo da atividade

fotodinamica (x desvio padréo) (n=3). (continua)

Tempo de Comprimento de Absorbancia
Formulacéo iluminacdo (min) onda do DFBF
(nm)
CUR livre 0 2,031(+0,028)
5 0,287(+0,028)
10 421 0,236(%0,029)
15 0,215(+0,028)
20 0,202(%0,028)
CUR-NP 0 1,790(0,290)
Anidnica
5 0,399(%0,158)
10 421 0,224(+0,091)
15 0,158(+0,072)
20 0,128(+0,067)
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Tabela 2- Valores de absorbancia do DFBF obtidos para as amostras de CUR, CUR-NP
anidnica e catidnica nos diferentes tempos de iluminagdo para determinacdo da atividade

fotodinamica (+ desvio padréo) (n=3). (conclusao)

0 2,742 (x0,011)

5 0,434(%0,026)
CUR-NP 10 421 0,178(+0,005)
Catibnica

15 0,126(+0,006)

20 0,106(+0,008)

Fonte: Elaboragdo do Autor
Eficacia antimicrobiana do FS
Culturas planctonicas

Os resultados obtidos nas culturas planctdnicas de C. albicans mostraram eficacia da
aPDT associada a CUR livre, tendo em vista a auséncia de crescimento de col6nias fungicas
apos o tratamento para todas as amostras. O grupo C+L- tratado com CUR livre demostrou
diferenca significativa (p< 0,001) em relac¢éo aos grupos C-L-, C+L+ com CUR-NP anionica,
N anibnica e C-L+, com redugdo do crescimento fungico de 2,44 logio em relacdo ao grupo
controle (C-L-). O grupo C+L+ de CUR-NP anidnica mostrou diferenca significativa (p< 0,001)
em relacdo aos grupos C+L- (CUR-NP), N (anibnicas), C+L- de CUR livre, no entanto, o grupo
C+L+ de CUR-NP anibnica promoveu diminuicao de apenas 0,78 logio em relagéo ao controle
ndo tratado (C-L-). Os grupos tratados com as formulac@es catidnicas inibiram completamente
o crescimento do fungo, inclusive na auséncia de luz, e essa erradicacdo fungica foi observada
também nas NP catiénicas (grupo N). Os grupos C-L-, C-L+, C+L- de CUR-NP anibnica e N
anibnica apresentaram crescimento microbiano, e nenhuma diferenca significativa foi detectada

entre si (p>0,607) (Figura 8A). A CUR-NP mediadora da aPDT foi menos efetiva na inativagao
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do fungo em relagdo a CUR livre associada ou ndo a luz LED azul. N&o € possivel afirmar que
houve fotoinativacdo do micro-organismo tratado com a formulacéo catiénica, uma vez que a

NP demostrou atividade antimicrobiana.

No teste feito em culturas plancténicas de SARM, o grupo C+L+ de CUR livre néo
houve crescimento do micro-organismo. Diferente ao resultado observado na C. albicans o
grupo C+L- ndo apresentou efeito antimicrobiano, uma vez que neste grupo foi observado
crescimento bacteriano similar aos grupos C-L-, C-L+, C+L- de CUR-NP e N ani6nica (p>
0,261). O grupo C+L+ de CUR-NP anidnica demonstrou diferenca significativa (p< 0,001) em
relacdo aos outros grupos, promovendo uma diminuicdo de 6,47 logio em relacdo ao grupo
controle ndo tratado. O grupo N anidnico apresentou diferenca (p = 0,048) em relacdo ao grupo
controle, no entanto a diminuigdo verificada foi menor que 1 logio (0,28 logio). Os grupos
tratados com formulagGes catidnicas erradicaram o crescimento bacteriano, esse resultado foi
observado para os grupos C+L+, C+L- e N (catiénicos). (Figura 8B). Foi verificada maior
efetividade da aPDT mediada por CUR livre comparada com a CUR-NP anidnica, uma vez que
0 micro-organismo foi erradicado quando tratado com CUR livre e luz, ao passo que a CUR-
NP anidnica associada a luz diminui a viabilidade da bactéria. As CUR-NP e NP catidnicas
apresentaram efeito antimicrobiano mesmo na auséncia da luz, motivo pelo qual ndo pode-se

afirmar que houve fotoinativacdo microbiana.

Como observado nos testes dos outros micro-organismos (C. albicans e SARM) aaPDT
mediada pela CUR livre erradicou o crescimento de S. mutans. O grupo C+L- de CUR livre
apresentou diferenca (p< 0,010) em comparagdo aos outros grupos, este grupo apresentou
reducdo de 0,75 logio em relagdo ao grupo controle. O grupo C+L+ de CUR-NP ani6nica
apresentou diferenca significativa (p< 0,001) em relagéo aos grupos C-L-, C-L+, C+L- de CUR-
NP e N anibnicas, que apresentaram crescimento bacteriano e ndo diferiram entre si (p> 0,969).
A aPDT mediada pela CUR-NP anidnica (C+L+) promoveu uma diminuicao de 6,54 logio em
relagdo ao grupo (C-L-). Como observado nos testes feitos em C. albicans e SARM, as
formulacdes catidnicas erradicaram o crescimento de S. mutans (Figura 8C). Similar aos outro
micro-organismos a CUR livre foi mais efetiva que a CUR-NP anibnica na fotoinativacdo do

micro-organismo. Enquanto as formulacdes catidnicas apresentaram atividade antimicrobiana.
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Figura 8- Valores médios em Logio (UFC/ mL) em Culturas plancténicas. (A) C. albicans, (B)
SARM e (C) S. mutans para cada grupo tratado. Barras de erro: desvio padréo. Dados analisados

por ANOVA com correcdo de Welch e pds hoc de Games-Howell. (continua)
Letras iguais ndo apresentaram diferenca significativa. (p> 0,05)
Letras diferentes apresentaram diferenca significativa. (p<0,048)
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Figura 8- Valores médios em Logio (UFC/ mL) em Culturas plancténicas. (A) C. albicans, (B)
SARM e (C) S. mutans para cada grupo tratado. Barras de erro: desvio padréo. Dados analisados

por ANOVA com correcdo de Welch e pds hoc de Games-Howell.(concluséo).
Letras iguais ndo apresentaram diferenca significativa. (p> 0,05)

Letras diferentes apresentaram diferenca significativa. (p<0,048)
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Fonte: Elaboracdo do autor
aPDT contra Biofilmes misto

Os resultados obtidos no biofilme misto mostraram que aPDT mediada pela CUR livre
diminuiu significativamente a viabilidade das trés espécies em biofilme misto (Figura 9A). No
caso de S. mutans, a aPDT produziu redugéo significativa (p< 0,001) comparada com 0s outros
grupos que ndo mostraram diferenca entre si (p>0,840). Diferenca significativa também foi
observada no grupo C+L+ para SARM (p<0,004), enquanto que 0s outros grupos apresentaram
crescimento microbiano e ndo apresentaram diferenca entre si (p>0,274). A viabilidade de C.
albicans também foi diminuida depois da aPDT mediada pela CUR livre, foi observada uma
diferenca significativa (p<0,026) em relacdo aos grupos C-L-, C-L+ e C+L-, os quais nédo se
diferenciaram entre si (p>0,668). Comparada com o grupo C-L- a reducgéo para os trés micro-
organismos foi de 0,90, 1,05 e 2,41 logio para SARM, S. mutans e C. albicans (Figura 9A).
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Assim, verificou-se que, no biofilme misto, C. albicans foi a espécie mais susceptivel & aPDT,
seguida por S. mutans e SARM.

Quando a formulacdo anibnica foi aplicada em contato com o biofilme observou-se a
falta de efetividade da aPDT para os trés micro-organismos em relacdo aos seus respectivos
controles (C-L-). Para SARM e S. mutans ndo foi observada diferenca significativa entre 0s
grupos C-L-, C-L+, C+L-, N e C+L+ (p>0,579 e p>0,548, respectivamente). No entanto, no
caso do fungo C. albicans, diferenca significativa foi observada para os grupos N e C+L+ CUR-
NP anidnica (p=0,032), contudo, os grupos N e C+L+ ndo apresentaram diferenca significativa

em relacéo aos grupos C-L-, C-L+ e C+L- (p>0,129 e p>0,405, respectivamente) (Figura 9B).

Como observado nas culturas plancténicas as formulagdes catidnicas promoveram
reducdo da viabilidade dos trés micro-organismos do biofilme misto (Figura 9C). Para C.
albicans os grupos C+L+, C+L- e N mostraram diferenca (p< 0,001) em relacéo aos grupos C-
L- e C-L+ que néo apresentaram diferenca entre si (p=0,967). Os grupos C+L+ e C+L- foram
semelhantes na andlise estatistica (p=0,998). As formula¢bes promoveram diminuicao de 2,26,
2,32 e 1,26 logio dos grupos C+L+, C+L- e N em relagdo ao grupo C-L-. No caso do SARM o
grupo C+L+ apresentou diferenca significativa em relacdo aos grupos C-L-, C-L+ e N
(p<0,002) e apresentou-se similar ao grupo C+L- (p=0,088). Na analise estatistica o0 grupo C+L-
apresentou diferenca significativa em relacéo aos grupos C-L-, C-L+ e N (p<0,036). Enquanto
o grupo N mostrou diferenga em relacdo aos outros grupos avaliados (p<0,036). Finalmente os
grupos C-L- e C-L+ ndo apresentaram diferenca estatistica significativa (p=0,947). As
formulacdes catibnicas diminuiram a viabilidade do SARM em 1,28, 2,52 e 4,21 logio para 0s
grupos N, C+L- e C+L+ respectivamente.

Para S. mutans, o grupo C+L+ apresentou diferenca significativa (p<0,001) em relacéo
aos grupos C-L- e C-L+, e ndo apresentou diferenca com os grupos C+L- e N (p>0,899). No
grupo C+L- observou-se diferenga com os grupos C-L- e C-L+ (p<0,001), mas ndo apresentou
diferenga com os grupos C+L+ e N (p>0,899). Os grupos C-L- e C-L+ ndo apresentaram
diferenga entre si (p>0,998). A diminuicdo da viabilidade do micro-organismo em relagéo ao
grupo controle nédo tratado foi 4,44, 4,50 e 5,05 logio para os grupos N, C+L+ e C+L-

respectivamente.
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A CUR livre demostrou efetividade na fotoinativacdo das espécies do biofilme misto
comparada com a CUR-NP ani6nica que ndo promoveu fotoinativacdo microbiana, sendo o
fungo C. albicans quem apresentou maior diminuicdo de viabilidade no biofilme misto tratado
com CUR livre associada a luz azul. Similar aos resultados observados nas culuras plancténicas
as formulagGes catidnicas apresentaram atividade antimicrobiana, motivo pelo qual ndo pode-
se afirmar que houve fotoinativacéo das espécies do biofilme. Além disso 0 micro-organismo

mais suscetivel as formulacGes catidnicas foi a bactéria S. mutans.

Figura 9- Valores médios em Logio (UFC/ mL) para cada micro-organismo do biofilme misto
tratado. Barras de erro: desvio padrdo. (A) biofilme misto tratado com CUR livre. (B) biofilme
misto tratado CUR-NP anionica. (C) biofilme misto tratado com CUR-NP catiénica. Dados

Analisados por MANOVA, pos teste de Tukey/Games-Howell (continua).
Letras iguais demostram que ndo houve diferenca estatistica significativa. (p > 0,05)

Letras diferentes demostram que houve diferenca estatistica significativa. (p <0,036)

Biofilme misto
CUR livre

9,00
8,00

7,00

—

£ 6,00

~

2 5,00

o

= 4,00

=

o 3,00

o

= 2,00
1,00
0,00

BS. mutans
SARM

C. albicans




69

Figura 9- Valores médios em Logio (UFC/ mL) para cada micro-organismo do biofilme misto
tratado. Barras de erro: desvio padréo. (A) biofilme misto tratado com CUR livre. (B) biofilme
misto tratado CUR-NP anionica. (C) biofilme misto tratado com CUR-NP catiénica. Dados

Analisados por MANOVA, pés teste de Tukey/Games-Howell (concluséo).
Letras iguais demostram que ndo houve diferenca estatistica significativa. (p > 0,05)

Letras diferentes demostram que houve diferenca estatistica significativa. (p <0,036)
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Microscopia de Fluorescéncia

As imagens de microscopia de fluorescéncia mostraram que a CUR livre e a CUR-NP
catidnica foram incorporadas por C. albicans, fato ndo observado com a CUR-NP anibnica
(Figura 10A). As formulagfes de CUR-NP anidnica e catidnica foram incorporadas por S.
mutans, enquanto a CUR livre ndo foi incorporada por essa bactéria (Figura 10B). As imagens
para SARM mostram incorporacgéo das formulagdes tanto CUR-NP anidnica e catidnica quanto
CUR livre (Figura 10C).

Figura 10- Imagens de microscopia de fluorescéncia dos FS utilizados em culturas planctonicas
de C. albicans (A, Be C), S. mutans (D, EeF) e SARM (G,Hel). A, D e G: CUR-NP anibnica;
B, E e H: CUR-NP catibnica; e C, F e I: CUR livre. Magnificacdo 50X.

Fonte: Autoria propria
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6 DISCUSSAO

A CUR apresenta propriedades antimicrobianas na sua composi¢do, e nos ultimos
tempos tem sido utilizada como FS apresentando maior eficacia na inativacdo microbiana
quando associada com luz azul. Apesar de apresentar esse sinergismo, a CUR como FS
apresenta algumas desvantagens, como ser insolubilidade em agua, instabilidade e
biodisponibilidade limitada, motivos que dificultam a sua aplicacdo. Nesta pesquisa foram
encapsuladas CUR-NP anidnicas e catidnicas estaveis desde o ponto de vista farmacotécnico.
As CUR-NP apresentaram maior absorbancia de luz em relacdo a CUR. A fotogredacdo das
formulac@es foram foi semelhante a CUR. A liberacdo de CUR das NP foi incompleta em média
de 96% para ambas formulacdes. As CUR-NP anibnicas apresentaram atividade fotodinamica
contra culturas planctonicas de C. albicans, SARM e S. mutans, enquanto as CUR-NP catidnica
e as NP de controle cationicas apresentaram efeito antimicrobiano contra as culturas dos micro-
organismos (C. albicans, SARM e S. mutans) mesmo na auséncia de luz. Quando as
formulac@es foram utilizadas contra biofilme misto composto por essas trés espécies as CUR-
NP anidnicas ndo apresentaram atividade fotodinamica, ao passo que as CUR-NP e NP

demonstraram atividade antimicrobiana mesmo sem luz.

Nesta pesquisa as CUR-NP foram sintetizadas pelo método de nanoprecipitacdo®, as
quais apresentaram estabilidade de até 35 dias. Essa estabilidade pode ser explicada pelo fato
das NP apresentarem elevado potencial zeta (em moddulo), pois valores de potencial zeta
distantes de zero produzem repulséo entre as NP, evitando assim a agregacao das NP, O valor
de polidispersdo das NP foi considerado como homogéneo, pois valores abaixo de 0,1 sdo
associados com alta homogeneidade*?. As propriedades fisico-quimicas das NP estdo
relacionadas ao polimero e ao método utilizados para a sua sintese. Chereddy et al.?*
sintetizaram nanoparticulas de CUR utilizando &cido poli (latico-co-glicélico) pela técnica de
evaporacdo de 60leo/agua emulsdo-solvente, e obtiveram NP com tamanho médio de 176 nm,
indice de Polidispersdo de 0,105 e potencial zeta de -23,2 mV. Yallapu et al.*?® obtiveram CUR-
NP pela técnica de nanoprecipitacdo utilizando PLGA como polimero, eles verificaram
tamanhos entre 76,2 e 560,4 nm, polidispersdo de 0,19-0,41 e potencial zeta de +0,06 e -0,06
mV. O método de sintese por emulsdo-evaporacdo foi utilizado por Ghosh et al.**, que
obtiveram CUR-NP com PLGA, cujo tamanho foi avaliado mediante o uso de Microscopia de
Forca Atomica e foi observado um didmetro de 15 nm. Khalil et al.>® sintetizaram NP

carregadas com CUR pelo método de evaporacdo do solvente simples emulsdo, com PLGA
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como polimero, e observaram tamanho de 161,93 nm com Polidispersédo de 0,042. Chen et al.°
prepararam nanofibras electrospinnig utilizando CUR e PLA, e a analise por MEV demostrou
nanofibras com tamanho de entre 971 e 756 nm. PLA e PLGA sao polimeros aprovados pela
FDA por serem biodegradaveis e devido a sua biocompatibilidade. A principal diferenca entre
eles é o tipo de substancia produzida pelo metabolismo no corpo; enquanto PLA é metabolizado

em mondmeros de acido latico, o PLGA produz mondmeros de acido latico e acido glicolico®.

As absorbancias maximas das CUR-NP anibnica e catibnica foram 2,272 em um
comprimento de onda de 425 nm e 2,256 (426 nm), respectivamente, enquanto a absorbancia
da CUR livre foi 1,645 (429 nm). Esses resultados sdo similares aos reportados em estudos
prévios que demonstram que a CUR absorve luz azul em comprimento de onda de entre 400-
470 nm’38, A fotodegradacédo da CUR foi realizada utilizando luz azul em comprimento de
onda de 450 nm. A CUR-NP anidnica mostrou reducdo da banda de absorbéncia de 60,48%
depois de 5 min de irradiacio correspondentes a 10,85 J/cm?, na CUR-NP foi observado uma
reducio da banda de absorbancia de 42,19% com uma fluéncia de 10,85 J/cm?, enquanto a CUR
livre mostrou decrescimento de 20,26% depois da mesma dose de luz. Esse resultado obtido foi
similar ao estudo feito por Hegge et al.>! que demonstrou fotodegradagio de 50% de CUR com
uma dose de luz de 9,4 J/cm?. No entanto, Dovigo et al.*® observaram degradacio de CUR de
70% depois de uma baixa dose de luz (0,4 J/cm?). Essa diferenca poderia ser explicada pelas
diferentes concentracfes de CUR utilizadas uma vez que a concentracdo de CUR utilizada nesta

pesquisa foi maior aquela usada por Dovigo et al*®.

Nesta pesquisa, a percentagem de EE foi de 67% para a CUR-NP anibnica e 64,67%
para a CUR-NP catidnica. Estudos prévios mostram valores de EE mais elevados, que variam
de 78,95% a 97% (Chereddy et al?t, Udompornmongkol et al*?®, Hazzah et al*®, Mukerjee®).
As diferencas nos valores obtidos nesta pesquisa em relagdo as outras poderiam ser explicadas
pela velocidade e tempo de centrifugacdo. Nesta pesquisa a centrifugacgéo utilizada foi de 6,000
rpm durante 10 minutos. Por outro lado, Hazzah et al.>® usaram uma velocidade de 15,0000 rpm
durante 1 hora e Mukerjee e Vishwanatha®* usaram 15,000 g por 15 minutos para determinar
EE. Outros estudos determinaram EE por diferentes métodos como, High performance Liquid
Chromatography (HPLC), atingindo valores de 89% °, 77,07%°%.

A avaliacéo de liberacdo de CUR das NP mostrou uma liberacéo gradual de 96% depois
de 48 horas, resultado que esta de acordo com outros estudos prévios. Chereddy et al?.
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utilizaram o método diélise para demostrar uma liberacdo de CUR de 40,5% e 75,7% depois de
24h e oito dias, respectivamente. Khalil et al®®. demostraram liberacdo de CUR de 21% depois
de 24 h e 56,9% depois de 9 dias. Sugere-se que essas diferencas possam ser atribuidas ao tipo
de polimero e técnicas de sintese, alias da metodologia escolhida para avaliar a liberacdo da

CUR da formulacéo.

Espécies reativas como o oxigénio singleto *O, séo liberadas ap6s a iluminagéo da CUR.
Nesta pesquisa foi demostrada que a producéo de O foi similar entre CUR-NP (anidnica ou
cationica) e CUR livre utilizando DFBF como scavenger de *0,. A solugdo contendo CUR-NP
(anibnica ou catiénica) e CUR livre na presenca do DFBF demostrou reducéo gradual na banda
de absorbancia do DFBF. Apds os primeiros 5 min de iluminacdo o DFBF mostrou diminuicao
da banda de absorbancia de 89,5 %, sugerindo-se assim elevada producéo de 'O depois da
iluminagéo. Este resultado corrobora a informagéo reportada por Ye et al.*3 que observaram
elevada producéo de 'O, ap6s 30 minutos de irradiagdo (0,5 W/cm?), no entanto naquele estudo
foi utilizada luz vermelha para a upconversion de nanoparticulas conjugadas com CUR. Em
outro estudo foi sugerido que as espécies reativas de oxigénio (ROS) como 'O, ndo séo
necessarias para a fotoinativacdo microbianal?®. Baltazar et al.” sugeriram que as espécies
reativas de nitrogénio (RNS) podem ser responsaveis pela fotoinativacdo microbiana de
Trichophyton rubrum. Dovigo et al®. também sugeriram que a fotoinativacio n3o pode ser
necessariamente relacionada a producéo de O, pois eles utilizaram azida de sddio (NaNs) um
supressor de 1O, e verificaram a fotoinativacdo de C. albicans. Esse autor sugere que outras

ROS podem ser relacionadas a fotoinativacdo do fungo.

Observou-se uma erradicagdo de S. mutans, C. albicans e SARM quando as culturas
planctdnicas desses micro-organismos foram tratadas com CUR livre associada a luz LED azul
com 40 min de pré-irradiacdo e uma dose de luz de 43,2 J/ecm?. A dose de luz utilizada nesta
pesquisa foi similar a utilizada por Paschoal et al®®. que utilizaram 42 J/cm? com 0,023 mg/mL
de CUR como FS, e observaram uma redugéo de 5,37 logio em culturas planctonicas de S.
mutans. Um outro estudo mostrou que 15 mg/mL de CUR como FS e uma dose de luz de 5,7
Jlcm? foram suficientes para inativar culturas de S. mutans®. Em relacio a fotoinativacéo de
culturas plancténicas de C. albicans, um estudo prévio mostrarou completa inibi¢do do fungo
utilizando 0,73 mg/mL de CUR e uma dose de luz de 5,28 J/cm? (Dovigo et al®®.). Com relagio

a aPDT utilizando CUR como FS contra SARM em culturas planct6nicas, Ribeiro et al™.
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mostraram reducéo de 9,8 logio, utilizando 0,73 mg/mL de CUR livre e uma dose de luz de 37,5

Jiem?.

Neste estudo foi utilizada CUR livre em uma concentrac¢do de 130 UM correspondente
a 4,79 mg/mL para ser testada nas culturas plancténicas, em funcdo da concentracdo méxima
obtida pelo encapsulamento da CUR em NP de 260 uM, cujo valor foi reduzido pela metade
quando adicionado a0 mesmo volume da suspensdo microbiana. Uma Concentragéo Inibitoria
Minima (CIM) menor de 0,72 mg/mL contra C. albicans foi encontrada por Martins et al’’. Isto
poderia explicar a reducéo de 2,44 logio de C. albicans no grupo C+L- de CUR livre, resultado
que ndo foi observado para S. mutans e SARM. Valores de CIM de 0,128 mg/mL!'® e 4,26
mg/mL ¢ de CUR foram reportados contra S. mutans, e valores de 125-250 mg/mL**3 e 217

mg/mL*" foram reportados para SARM.

Poucos estudos demonstram fotoinativagdo de biofilmes mistos. Os resultados obtidos
nesta pesquisa utilizando CUR livre estdo de acordo com outros estudos que mostram a
inativacdo de biofilmes multiespécies composto por S. mutans e Lactobacillus acidophilus apds
aPDT utilizando CUR como FS. Concentracdes de 750, 1500 e 3000 mg/mL resultaram em
reducdes microbianas de 97,5, 95 e 99% respectivamente®. Quishida et al®’. utilizaram
concentracdes de 3,6 e 4,4 mg/mL de CUR associada a uma fluéncia de 37,5 J/cm? para
diminuir a viabilidade de biofilme multiespécies formado por C. albicans, Candida glabrata e
S. mutans. Nesta pesquisa, concentracdes maiores de CUR foram utilizadas para inibir a
viabilidade do biofilme misto, similar ao estudo realizado por Quishida et al®. eles
observovaram redugdes de 1,21, 1,19 e 2,39 logio em biofilme multiespécies formado por C.
albicans, Candida glabrata e S. mutans, respectivamente, utilizando 20 mg/mL de
Photodithazine como FS. Em outro estudo com biofilmes multiespécies de C. albicans, S.
aureus e S. mutans foi demostrada uma inibicéo de 1,00, 1,47 e 1,25 logzo, respectivamente,
para cada uma dessas espécies utilizando 0,1 mg/mL de azul de metileno como FS% . Outros
estudos também utilizaram a aPDT contra biofilmes monoespécies. Dovigo et al®®.
demostraram uma reducéo de 87,22% do metabolismo de biofilme de C. albicans depois do
uso de CUR em concentracdo de 1,4 mg/mL associado 20 minutos de pré- irradiacdo e uma
dose de luz de 5,28 J/cm?.

A formulacdo de CUR-NP anibnica demostrou eficacia antimicrobiana fotodinamica em

culturas plancténicas, uma vez que efeito microbicida foi observado apenas quando as CUR-
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NP foram associadas & luz LED. N&o foi observado efeito antimicrobiano nas amostras tratadas
apenas com CUR-NP anibnica sem luz e NP anionica sem CUR. No entanto, os resultados
dessa fotoinativacdo demonstraram que ndo houve erradicacdo dos trés micro-organismos
avaliados (S. mutans, C. albicans e SARM), como observado com a CUR livre. Quando a
formulacdo aniénica foi aplicada em biofilme misto composto dessas trés espécies de micro-
organismos, ndo foi verificada inativacdo fotodindmica, uma vez que as trés espécies do
biofilme presentaram crescimento similar em relagéo ao grupo controle. Esse resultado poderia
ser explicado pela carga superficial da nanoformulacdo (aniénica), porque alguns estudos
reportaram que os FS catiénicos apresentaram melhor eficacia antimicrobiana comparada com
os FS anibnicos®"19191 Os exopolissacarideos ligados ao DNA extracelular concedem a matriz
do biofilme carga ani6nica®, gerando repulsio com os FS anidnicos, motivo pelo qual a agio

dos FS anidnicos é limitada com os micro-organismos do biofilme.

Os resultados microbioldgicos utilizando as nanoparticulas catiénicas, com e sem CUR,
mostraram efeito microbicida, uma vez que foi possivel verificar erradicacdo das culturas
plancténicas de S. mutans, C. albicans e SARM. Quando essas espécies foram cultivadas em
biofilme misto foi observada reducéo dos trés micro-organismos, tanto para CUR-NP quanto
para NP mesmo na auséncia de luz. Dentre esses trés micro-organismos, foi possivel verificar
maior efeito antimicrobiano no S. mutans provavelmente devido a apeténcia do micro-
organismo pelo acucar (DEX) presente na formulacdo. Portanto, a reducdo do crescimento
microbiano observado nas amostras tratadas com CUR-NP catifnica na presenca ou auséncia
de luz pode ser atribuida ao efeito microbicida da nanoformulacdo catibnica. Esse efeito
microbicida pode ser atribuido & incorporacdo de CTAB utilizado como surfactante, pois
estudos previos demonstraram a autolise de Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e

Escherichia coli em presenca de CTAB®,

Efeito antimicrobiano de nanoformulagées de CUR em culturas plancténicas de S.
aureus foi observado por Basniwal et al.1°, que sintetizaram nanoparticulas de CUR por meio
da técnica de moagem Umida. Esses autores observaram uma CIM de 0,1 mg/mL comparada
com a CUR em DMSO, cujo valor foi de 0,15 mg/mL. Em uma outra pesquisa foi demostrada
uma CIM de 30 mg/mL contra culturas plancténicas de SARM utilizando nanoparticulas de
conversdo de luz infravermelha'®. Nanoparticulas contendo CUR produziram reducéo de 97%
na viabilidade de culturas planctonicas de SARM ap6s uma incubacédo de 4 horas com o micro-
organismo®. Hazzah et al®°. sintetizaram CUR-NP sélidas de lipideo e verificaram valores de
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CIM de 0,1857; 0,09375; 0,75; 3; 1,5 e 0,1875 mg/ml contra culturas de S. aures, S. mutans,
Streptococcus viridans, Escherichia coli, L. acidophilus e C. albicans respectivamente.
Arunraj et al®. observaram inibicdo de E. coli, S. aureus e C. albicans apos incubagio por 24
horas utilizando 1 mg/mL de nanoesferas de CUR. Em um outro estudo utilizando nanofibras
de CUR utilizando electrospun e poli(2- hidroxietil metacrilato) como polimero foi observado
um halo de inibicdo de 17 mm para SARM e S. aureus, 18 mm para E. coli e Klebsiella
pneumonia resistentes ou nao antibidticos de espectro estendido B lactamase nas placas de
cultura desses micro-organismos, apds incubacdo overnight das nanofibras de CUR com os
micro-organismos® . Poucos estudos avaliam a eficacia da aPDT mediada por CUR em
nanoformulagBes. Baltazar et al.” observaram completa inativagdo de cultura planctonica de
Trichophyton rubrum tratada com nanoparticulas de CUR em concentracdo de 0,01 mg/ml
utilizando 10 min de pré- irradiacio e uma dose de luz de 10 J/cm?. O crescimento do fungo foi
inibido por 7 dias apds o tratamento. Hegge et al.>? sintetizaram CUR-NP combinando CUR
com ciclodextrinas poliméricas e verificaram que a sobrevivéncia de culturas planctdnicas de
Escherichia coli foi de até 0,01% quando as formula¢Ges com 0,036 mg/mL de CUR foram
associadas a luz a 29 J/cm?. Ja culturas planctonicas de E. faecalis apresentaram reducio
significativa e até completa inativacdo quando as formulacbes foram combinadas a luz a 4,8
Jlem?, Posteriormente®!, esses mesmos autores solubilizaram CUR em polietileno-glicol,
pluronic e hidroxipropil-y-CD e, quando associada a luz, observaram reducdo menor que 1 logio
em biofilmes de S. epidermidis. Outro FS em nanoformulag6es tem sido avaliada em aPDT.
Ribeiro et al*®* observaram eliminac&o de culturas planctonicas de S. aureus apds de uma dose
de luz de 25 J/cm? utilizando como FS cloro-aluminio Ftalocianina catidnica (CI-Al-FC),
encapsulada em nanoemulsdo. Esses autores'®, em um outro estudo, verificaram reducdo de
70% do metabolismo de biofilme de C. albicans utilizando aPDT mediada pela CI-Al-FC em

nanoemulséo.

CUR ¢ autofluorescente e emite fluorescéncia verde?® Nesta pesquisa, na microscopia de
fluorescéncia verificou-se que C. albicans mostrou fluorescéncia com CUR livre e CUR-NP
cationica, porem ndo com CUR-NP anidnica, possivelmente pela semelhanca de carga negativa
entre a nanoparticula e a parede celular fingica. Andrade et al?. observaram incorporagéo de
CUR em C. albicans ap6s incubagdes de 5 e 20 min utilizando microscopia confocal a laser.
Na presente investigacdo, S. mutans ndo incorporou CUR livre apesar disso a CUR livre

promoveu fotoinativacdo da bactéria, sugere-se que essa fotoinativacdo foi promovida pela
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geracdo de ROS a partir do FS ao redor do micro-organismo, por outro lado as formulacGes de
CUR-NP anidnica e catidnica foram incorporadas pelo micro-organismo.. Enquanto, SARM
mostrou fluorescéncia tanto com as CUR-NP (anidnica e catidnica) como com a CUR livre,
Estes resultados sdo similares ao estudo feito por Tyagi et al*?*., que observaram a incorporagio
de CUR livre em S. aureus. O mecanismo de incorpora¢do da CUR em nanoparticulas dentro
da bactéria é a fixacdo do FS na parede bacteriana, seguida do rompimento da camada de
peptidoglicano e finalmente a penetragdo do FS dentro do micro-organismo®8,

Pela primeira vez foi feito o encapsulamento de CUR em NP poliméricas utilizando
PLA como polimero e dextrana em agua ultra-pura estéril como fase aquosa associadas com o
método de nanoprecipitacdo. Nesta pesquisa alguns testes de caracterizacdo das CUR-NP e NP
foram realizados por métodos indiretos. No entanto sdo necessarios metodos realizar esses

testes através de estudos diretos e de maior precisdo como HPLC.
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7 CONCLUSAO
Com base nos resultados obtidos nesta pesquisa foi possivel concluir:

1. CUR encapsulada em NP anibnicas e catidnicas apresentaram propriedades fotofisicas
estaveis.

2. Nas culturas plactdnicas a CUR livre apresentou resultados superiores em relacdo a
CUR-NP anibnica, ao passo que a CUR-NP cationica demostrou inativacdo microbiana.

3. aPDT meiada pela CUR livre diminui a viabilidade dos micro-organismos componentes
do biofilme; a CUR-NP anidnica ndo apresentou atividade fotodindmica no biofilme
misto, ao passo que as CUR-NP e NP catidnicas demonstraram acdo antimicrobiana

mesmo na auséncia de luz.
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